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Resumen 
Lactobacillus spp. es un microorganismo perteneciente a la microbiota normal tanto del tracto 
digestivo como del tracto vaginal del ser humano. Es el microorganismo predominante presente en 
la microbiota normal del tracto vaginal, responsable de mantener la salud urogenital mediante la 
prevención del crecimiento o invasión de patógenos, a través de su adhesión al epitelio de la zona 
genital vaginal y además por secretar al medio extracelular compuestos antimicrobianos como 
ácido láctico, peróxido de hidrogeno, ácido acético y bacteriocinas. Éstas últimas proteínas de bajo 
peso molecular que son las de interés en este trabajo. Uno de los patógenos de interés en salud 
sexual es Neisseria gonorrhoeae, el cual es el agente causante de la gonorrea. Este microorganismo 
adquiere con facilidad resistencia a las terapias antimicrobianas, por ello que actualmente existe 
resistencia de las cepas a las cefalosporinas de tercera generación que corresponden al último 
antimicrobiano para tratar la enfermedad. Por lo tanto, es necesario buscar nuevas alternativas a las 
terapias de antibióticos convencionales Actualmente existe escasa evidencia en cuanto al efecto de 
las bacteriocinas de Lactobacillus spp. frente a Neisseria gonorrhoeae. En consecuencia, el 
principal objetivo de este trabajo es evaluar las propiedades bactericidas de los sobrenadantes libre 
de células enriquecidos en proteínas de bajo peso molecular, producidos por Lactobacillus 
acidophilus, L. casei, L. fermentum y L. rhamnosus contra el patógeno humano Neisseria 
gonorrhoeae. Para ello se precipitaron los sobrenadantes libre de células (CFS) de los distintos 
Lactobacillus en estudio y se determinó la presencia y tamaño de las proteínas de interés mediante 
electroforesis, utilizando geles en gradiente de tricina 16%/6M urea. En cuanto a las proteínas 
observadas en la electroforesis se vieron bandas entre 6 y 14 kDa, 17 y 28 kDa y > 30 kDa, 
sugiriendo la presencia de bacteriocinas en los CFS utilizados en este estudio. Debido a que la 
producción de estos péptidos es dependiente del pH y temperatura, posteriormente se evaluó cómo 
estos dos factores ambientales afectaron la producción de las proteínas y el efecto antimicrobiano 
del CFS cuando se modificaron las dos variables antes mencionadas. Además, se evalúo la 
actividad bactericida de cada CFS sobre un césped del patógeno N. gonorrhoeae en placas GC para 
demostrar su efecto antimicrobiano. También, se evaluó el potencial efecto sinérgico entre los CFS 
de los distintos Lactobacillus sobre el patógeno de interés. Nuestros resultados mostraron que 
efectivamente hay un cambio en el efecto bactericida de los CFS cuando se modifican las variables 
de pH y temperatura, obteniéndose un efecto bactericida mayor en tiempos tempranos, al inicio de 
la fase exponencial cuando se expone a la bacteria Lactobacillus a un medio de cultivo de pH 6,5 
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inicial a diferencia de lo que ocurre en condiciones similares a las fisiológicas en cuanto a la 
temperatura 37 °C y pH 5,5 donde el mayor efecto bactericida se obtuvo en tiempos tardíos 
correspondientes a las 48 h (término de la fase estacionaria). Finalmente, en dos de las especies se 
observó que a 30°C el mayor efecto antimicrobiano se observó en fase exponencial, a diferencia 
de 37 °C que fue observado en fase estacionaria.  
En conclusión, nuestros resultados indican que las cuatro especies de Lactobacillus en estudio 
presentan en el sobrenadante libre de células compuestos proteicos secretados al medio extracelular 
con acción antimicrobiana frente al pátogeno N. gonorrhoeae. Además la modificación del pH y la 
temperatura genera un cambio en la actividad antimicrobiana de la fracción proteica de los CFS. 
Esto nos da una primera visión para seguir investigando y poder desarrollar un sistema de 
prevención y cuidado de la zona genital femenina, en la adquisición de infecciones bacterianas de 
transmisión sexual.  
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Abstract 
Lactobacillus spp. is a microorganism that belongs to the normal microbiota of both the digestive 
tract and the vaginal tract of humans. It is the predominant microorganism present in the vaginal 
microbiota, responsible for maintaining urogenital health by preventing the growth or invasion of 
pathogens through its adhesion to the vaginal genital epithelium and also by secreting antimicrobial 
compounds such as lactic acid, hydrogen peroxide, acetic acid and bacteriocins into the 
extracellular medium, being the latter low molecular weight proteins that are the ones of interest in 
this work. One of the pathogens of interest in sexual and reproductive health is Neisseria 
gonorrhoeae, which is the ethiological agent of gonorrhea.  This microorganism easily acquires 
resistance to antibiotics; in fact, there are many reports about novel gonococcal resistance to third 
generation cephalosporins. Therefore, it is necessary to look for new alternatives to conventional 
antibiotic therapies. 
Currently there is little evidence regarding the effect of bacteriocins of Lactobacillus spp. against 
Neisseria gonorrhoeae. Therefore, the main objective of this work is to evaluate the bactericidal 
properties of cell-free supernatants enriched in low molecular weight proteins produced by 
Lactobacillus acidophilus, L.casei, L. fermentum and L. rhamnosus against the human pathogen 
Neisseria gonorrhoeae. In order to detect the presence of low molecular weight proteins secreted 
by Lactobacillus spp. cell-free supernatants (CFS) were analyzed by electrophoresis in tricine gels 
16% / 6M urea. Regarding the proteins observed by electrophoresis, the bands ranked at 6-14 kDa, 
17-28 kDa, and > 30 kDa suggesting the presence of bacteriocins in the CFS used in this study. 
Since the production of these peptides is influenced by pH and temperature, we also evaluated both 
parameters in protein production and antimicrobial effects of the CFS. Then the bactericidal 
activity of each CFS was tested on growth of N. gonorrhoeae onto GC plates. In addition, the 
potential synergic effect between CFS of the different Lactobacillus in the study of the pathogen 
of interest was assessed. Our results showed that the bactericidal effect of the CFS was pH- and 
temperature-dependent, obtaining a higher bactericidal effect when Lactobacillus spp was grown 
into a medium of pH 6,5 unlike that observed in physiological conditions with respect to 
temperature 37 °C and pH 5,5 where the highest bactericidal effect was obtained in late times at 48 
h corresponding to the term of stationary phase. Finally, two of the species it was observed that at 
30 °C the greatest antimicrobial effect began in the exponential phase unlike the 37 °C that began 
in the stationary phase.  
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In conclusion, our results show that the four species of Lactobacillus spp. in their cell-free 
supernatants, secrete proteins compounds to the extracellular medium with antimicrobial activity 
against the N. gonorrhoeae pathogen and that the modification of pH and temperature generates a 
change in the antimicrobial activity of the protein fraction of CFS. 
These results provide an approach to continue research in order to develop a prevention and care 
system for the female genital area in the acquisition of STIs. 
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Abreviaciones 
 
BAL: Bacterias ácido lácticas 
BCA: Ácido bicinconínico   
CFS: Sobrenadante libre de células. 
GC: Gelosa chocolate 
OD600: Densidad óptica a 600 nm 
NaOH: Hidróxido de sodio  
NGO: Neisseria gonorrhoeae 
MRS: Man, Rogosa y Sharpe 
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RPM: Revoluciones por minuto 
TCA: Ácido tricloroacético  
V: Volts 
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1. Introducción 
1.1. Generalidades de las bacterias ácido lácticas  
 
Las bacterias ácido lácticas (BAL) son microorganismos Gram-positivo, no mótiles, de 
morfología bacilar o cocoide, catalasa negativo, microaerofílicos o anaerobios facultativos y 
tolerantes a pH ácido (Monroy et al., 2009). Estos microorganismos cuando fermentan los 
carbohidratos producen una serie de compuestos con acción antimicrobiana tales como ácido 
láctico (producto mayoritario), ácido acético, ácido butírico, peróxido de hidrógeno, diacetilo y 
péptidos de bajo peso molecular denominados bacteriocinas (Monroy et al., 2009). 
Entre los microrganismos que comprende el grupo BAL se encuentra el género Lactobacillus 
(Monroy et al., 2009), el cual está compuesto por bacilos comúnmente asociados en cadenas cortas, 
anaerobias facultativas o microaerófilas, catalasa y citocromo negativos (Martin et al., 2008). En 
el cuerpo humano Lactobacillus spp. puede colonizar tres regiones anatómicas: la cavidad oral, el 
tracto intestinal y el tracto vaginal (Ahrne et al., 1998, Pavlova et al., 2002); respecto a esta última 
zona son los microorganismos que predominan en la microbiota vaginal, cuyo rol es mantener el 
tracto urogenital saludable (Zarate & Nader-Macias 2006). 
 
1.2. Lactobacillus en la microbiota vaginal  
 
El primer estudio extensivo acerca de la microbiota vaginal humana fue publicado por Johann 
Christoph Döderlein en 1892, donde se definió que la microbiota vaginal consistía únicamente de 
bacilos Gram-positivo. Actualmente estos bacilos de Döderlein son conocidos como miembros del 
género Lactobacillus spp. Este concepto ha sido modificado durante el tiempo debido a que se ha 
encontrado en la microbiota de mujeres sanas una diversidad de microorganismos tantos aérobicos 
como anaeróbicos (Borges et al., 2014).  
Los miembros del género Lactobacillus son los más frecuentes y numéricamente dominantes, 
ya que se encuentran en un 107-108 CFU/g del fluido vaginal en una mujer pre menopáusica sana. 
(Farage et al., 2010). Entre las especies de Lactobacillus encontradas en la microbiota vaginal 
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aisladas desde mujeres sanas se encuentra L. iners, L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii. Estas cuatro 
son las especies más frecuentes, seguidos por L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, 
L. casei, L. vaginalis, L. delbrueckii, L. salivarum, L. reuteri, y L. rhamnosus (Cribby et al., 2008). 
Lactobacillus spp. juega un rol muy importante en el mantenimiento de la salud urogenital, a través 
de la prevención del crecimiento e invasión de bacterias patógenas (Zarate & Nader-Macias 2006). 
Esto se debe a su capacidad para adherirse y competir por el nicho de la mucosa vaginal, inhibiendo 
de esta forma la colonización de otros microorganismos que pueden ser patógenos (Spurbeck & 
Arvidson 2010). A ello se suma su capacidad de producir una serie de moléculas con actividad 
antimicrobiana, tales como ácido láctico y dependiendo de la especie peróxido de hidrógeno y 
bacteriocinas (Pavlova et al., 2002). Es así como un desbalance de la población microbiana, y 
particularmente un agotamiento de lactobacilos vaginales, se relaciona con un incremento en la 
incidencia de vaginosis bacterial, vaginitis por levadura, infecciones urinarias e infecciones de 
transmisión sexual (Martin et al., 1999). 
En esta Tesis se utilizaron Lactobacillus acidophilus, casei, fermentum y rhamnosus ya que 
existe evidencia que tanto L. fermentum como L. rhamnosus presentan compuestos proteicos que 
son liberados al medio extracelular presentando un efecto antimicrobiano frente a un patógeno de 
interés que se estudia en nuestro laboratorio llamado Neisseria gonorrhoeae. La importancia de 
estudiar mecanismos para combatir este patógeno se debe a que pronto podría convertirse en 
intratable a nivel de antibióticos, por lo tanto, se hace necesario investigar terapias antimicrobianas 
alternativas. Con respecto a las especies de Lactobacillus que se utilizaron, L. fermentum y L. 
rhamnosus sirvieron como cepas control. En cambio L. acidophilus y L. casei no estaban descritos 
que presentaran péptidos antimicrobianos frente al patógeno mencionado anteriormente, y tampoco 
estaba reportado el potencial efecto sinérgico que podría haber entre los compuestos proteicos de 
las cuatro especies de Lactobacillus en estudio frente a N.gonorrhoeae. Finalmente, tanto L. casei, 
fermentum y rhamnosus no son las especies de Lactobacillus que predominan en la microbiota 
vaginal, tampoco está descrito que los compuestos antimicrobianos que secretan tengan un efecto 
frente a los Lactobacillus predominantes de la zona, por lo tanto, la utilización de estos compuestos 
proteicos presentes en estos microorganismos podría afectar directamente al patógeno, sin verse 
afectada la microbiota de Lactobacillus predominante de la zona.        
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1.3.   Bacteriocinas 
 
1.3.1. Características y propiedades 
 
Las bacteriocinas son compuestos comúnmente descritos como péptidos pequeños, 
sintetizados a nivel ribosomal con diferentes espectros de inhibición, mecanismos de acción, peso 
molecular y propiedades fisicoquímicas (López- Malo et al., 2012). Éstas pueden ser sintetizadas 
tanto por bacterias Gram-positivo como Gram-negativo (Jeevaratnam et al., 2005), produciendo la 
inhibición del crecimiento de especies estrechamente relacionadas con la cepa productora (Allen 
et al., 2014). Sin embargo, también inhiben el crecimiento de especies bacterianas no relacionadas 
filogenéticamente, dependiendo del espectro inhibitorio que posea (López- Malo et al., 2012). A 
pesar que las bacterias Gram-negativo producen bacteriocinas, la gran mayoría de las bacteriocinas 
caracterizadas hasta ahora son producidas por bacterias Gram-positivo (Lagha et al., 2017). La 
producción de las bacteriocinas ocurre de forma natural durante la fase logarítmica del crecimiento 
bacteriano o al final de esta etapa, existiendo una directa relación con la biomasa producida (López- 
Malo et al., 2012). La producción de estos péptidos es considerada como una estrategia útil para 
mantener a la población de microorganismos y reducir el número de competidores en cuanto a la 
obtención de nutrientes y espacio disponible en el ambiente (Yang et al., 2014).  
Para su estudio se utiliza el sobrenadante libre de células (CFS) obtenido a partir de un cultivo 
de la cepa productora en las condiciones necesarias de crecimiento para cada microorganismo, que 
luego es separado del pellet mediante centrifugación. Debido al pequeño tamaño que poseen estos 
péptidos se utiliza electroforesis en geles de tricina para determinar tanto la existencia como tamaño 
de las posibles bacteriocinas, mientras que el efecto antimicrobiano que éstas posean se puede 
determinar poniendo directamente la muestra sobre el césped con el patógeno permitiendo ver 
zonas de inhibición en el césped bacteriano (Todorov et al., 2013). 
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1.3.2. Clasificación de las Bacteriocinas de bacterias Gram-positivo. 
 
Las bacterias BAL producen una variedad de bacteriocinas que poseen diferentes 
características de tamaño, estructura, propiedades fisicoquímicas y espectros de inhibición de 
crecimiento bacteriano. Debido a la gran diversidad de bacteriocinas, no hay consenso para 
clasificar a las bacteriocinas pertenecientes a las bacterias Gram- positivo (Cotter et al., 2013). Sin 
embargo, en términos generales se pueden clasificar en tres grupos:   
 
• Clase I: Denominados lantibióticos, son péptidos pequeños (<5kDa, con 19 a 38 
aminoácidos), lineales o globulares y con poca estabilidad al calor. Estos péptidos 
contienen aminoácidos modificados post-traduccionalmente, tales como serina y treonina, 
que derivan a lantionina y β- metil lantionina respectivamente. Esta modificación ocurre 
mediante la deshidratación de la serina y la treonina formando aminoácidos, tales como 
dihidroalanina y dihidrobutirina, luego estos residuos pueden unirse a través de un grupo 
tioéter a cadenas laterales de cisteína formando así estos aminoácidos modificados (Suárez 
et al., 1996). 
 
La clase I se divide en dos grupos: 
 
• Tipo A: Son péptidos lineales, catiónicos y formadores de poros, a través de la 
despolarización de la membrana bacteriana. (Todorov et al., 2013). La bacteriocina más 
representativa de este grupo es la nisina, la cual es producida por  Lactococcus lactis 
(López- Malo et al., 2012).  
 
• Tipo B: Son péptidos globulares e hidrófobos. Algunos presentan carga neta negativa o 
bien son neutros. En cuanto a la acción antimicrobiana que presentan, ésta se relaciona 
principalmente con la interferencia de las reacciones enzimáticas celulares, como es el caso 
de la inhibición de la actividad de la enzima fosfolipasa A2 que está involucrada en la 
reparación de las membranas y que se ha reportado para la cinamicina de Streptomyces 
cinnamoneus. (López et al., 2008).  Las bacteriocinas duramicina A, B, C y cinamicina son 
representativas de este grupo (López- Malo et al., 2012).  
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• Clase II: No lantibióticos, no poseen modificaciones post traduccionales. Son cadenas de 
30-60 aminoácidos. Son péptidos pequeños, (<10kDa) termoestables hasta 100 °C y que 
actúan a nivel de la membrana plasmática. Poseen una estructura helicoidal anfifílica lo que 
permite su inserción en la membrana citoplasmática de la célula blanco, y por lo tanto, 
promueven la despolarización de la membrana, produciendo la muerte celular (Balciunas 
et al., 2013). La pediocina PA-1 producida por Pediococcus acidilactici es la bacteriocina 
más característica de este grupo. (Monroy et al., 2009, Cotter et al., 2013)  
 
Esta clase de bacteriocinas se subdivide en 4 subclases: 
• Clase IIA: Son péptidos activos frente al género Listeria monocytogenes, poseen 
una secuencia aminoacídica consenso de YGNGVXCXXXXVXV (X indica 
cualquier residuo de aminoácido) en el N- terminal, este grupo incluye la pediocina 
PA-1 de Pediococcus acidilactici y la leucocina A de Leuconostoc gelidum. (Yang 
et al., 2014). 
  
• Clase IIB: Incluye bacteriocinas heterodiméricas, se requieren dos péptidos para 
trabajar sinérgicamente para tener actividad antimicrobiana. Por ejemplo, en el caso 
de las plantaricinas se requiere la plantaricina J y K (Todorov et al., 2009, Zacharof 
& Lovitt  2012). 
 
• Clase IIC: Son péptidos circulares ya que poseen un enlace covalente entre los 
extremos N y C terminal. Una de las principales representantes de esta subclase es 
la enterocina AS-48 de Enterococcus faecalis (Balciunas et al., 2013). 
 
• Clase IID: Son péptidos lineales entre los que se encuentra lactoquina A de 
Lactococcus lactis (López et al., 2008). 
 
• Clase III: Bacteriocinas de gran tamaño molecular (>30 kDa) e inestables al calor. Si bien 
este grupo de bacteriocinas no ha sido investigado extensivamente, se ha reportado que 
actúan directamente sobre la pared celular de las bacterias Gram-positivo lo que conduce a 
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la muerte y lisis de la célula. La región N-terminal es homóloga a una endopeptidasa 
implicada en síntesis de pared celular, mientras que la región C- terminal, es responsable 
del reconocimiento con la célula blanco (Balciunas et al., 2013).  
 
La Figura 1 resume las tres clases de bacteriocinas de bacterias Gram- positivo y su mecanismo de 
acción en la célula blanco.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Modo de acción de bacteriocinas pertenecientes a bacterias Gram- positivo sobre 
la célula blanco: lantibióticas (clase I), no –lantibióticas (clase II) y bacteriolisinas (clase III). 
La nisina perteneciente a la clase I y posee un mecanismo dual debido a que en primera instancia 
se une a la pared celular producto de interacciones electroestáticas, lo cual se produce por la carga 
positiva de este péptido y las cargas negativas de los componentes de la pared celular. Luego la 
nisina se une al lípido II, principal transportador de subunidades de peptidoglicán, la unión con esta 
molécula le permite anclarse a la membrana celular. Posteriormente la unión de diversos péptidos 
en el sitio de inserción produce la formación de un poro transmembranal produciendo la salida de 
aminoácidos y ATP lo que conduce a muerte celular. Los péptidos pertenecientes a la clase II 
suelen tener una estructura anfifílica helicoidal, producto de esto pueden orientarse e insertarse en 
la membrana de la célula, teniendo como resultado la muerte de la célula. Los péptidos de la clase 
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III actúan directamente en la pared celular produciendo lisis bacteriana. (Adaptado de Cotter et al. 
2005).  
 
En el caso de las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativo, la clasificación más 
utilizada se basa en su masa molecular, denominándose colicinas a las bacteriocinas con una masa 
superior a 10 kDa y microcinas a aquellas que tienen una masa inferior a 10 kDa (Yang et al., 
2014). 
 
Si bien la mayoría de las investigaciones demuestran que la actividad bactericida que 
presentan las bacteriocinas tiene como blanco principalmente bacterias Gram-positivo (López- 
Malo et al., 2012), existen numerosas bacteriocinas que poseen un amplio rango de acción 
inhibiendo especies Gram-negativo (Gautam & Sharma 2009). Un ejemplo de ello es L. reuteri que 
sintetiza y secreta sustancias antimicrobianas de origen proteico que tiene un efecto tanto en 
bacterias Gram-positivo como Gram-negativo (Lima et al., 2007), también L. salivarius subsp. 
salivarius CRL1328 produce una bacteriocina con actividad contra Enterococcus faecalis, 
Enterococcus faecium y Neisseria gonorrhoeae (Borges et al., 2014). También se observó en un 
estudio que L. fermentum L 23 poseía una bacteriocina con un amplio espectro de inhibición tanto 
para cepas patógenas Gram-positivo como Gram-negativo (Pascual et al., 2010). A su vez otro 
estudio reportó que Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 inhibieron el 
crecimiento de Neisseria gonorrhoeae en un 87,28% y un 80,66% respectivamente y que, por lo 
tanto, podría servir potencialmente para generar nuevos productos contra este patógeno. (Yang et 
al., 2014, Ruiz et al., 2015) Sin embargo, aún se desconoce el efecto antimicrobiano de  
bacteriocinas de otras especies de Lactobacillus frente a diversos patógenos.  
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1.3.3. Mecanismo de síntesis de las Bacteriocinas.  
 
Los sistemas de transducción de señales constituidos por dos o tres componentes son los 
encargados de regular la síntesis de bacteriocinas, la cual a su vez se activa por la presencia de 
diversos factores, tales como competencia bacteriana, estrés por pH o temperatura y quorum 
sensing (López et al., 2008). En el caso del sistema de dos componentes, el cual está relacionado 
con los lantibióticos, las bacteriocinas tienen una acción dual debido a que además de tener 
actividad antimicrobiana inducen su propia síntesis, producto de que actúan como una molécula 
señal (López et al., 2008). Por otra parte, en el sistema de tres componentes existe una proteína 
histidina quinasa que se ubica en la membrana citoplasmática y es la encargada de detectar las 
señales extracelulares; además existe un regulador de respuesta citoplasmática cuyo rol es mediar 
una respuesta adaptativa que suele ser un cambio en la expresión de los genes y finalmente un 
factor de inducción el cual es detectado por la histidina quinasa. En el caso de la síntesis de 
enterocina A de Enterococcus faecium, cuando existe un exceso de factor de inducción, éste es 
detectado por la quinasa, la cual desencadena el inicio de una cascada de señales que tiene como 
resultado la transcripción de los genes involucrados en la síntesis de la enterocina A. Este tipo de 
regulación ocurre en numerosas bacterias pertenecientes al grupo II (López et al., 2008).  
Las bacteriocinas son generalmente sintetizadas como un propéptido inactivo, con una 
secuencia señal en el extremo N-terminal. Mediante esta señal la bacteriocina permanece de forma 
inactiva al interior de la célula que la produce, producto de esto se favorece la interacción con el 
transportador y en el caso de los lantibióticos desempeña un rol fundamental para el reconocimiento 
del propéptido por las enzimas que efectúan las modificaciones post-traduccionales. Las proteínas 
transportadoras pertenecientes a los transportadores membranales tipo ABC dependientes de ATP 
pueden remover el péptido señal durante el transporte del pre-péptido hacia el espacio 
periplasmático o por enzimas serina proteasas ubicadas en la parte externa de la membrana celular.  
Estos propéptidos son transportados a la superficie celular durante la fase de crecimiento 
exponencial, liberados al espacio extracelular y enzimáticamente son convertidos en sus formas 
activas, lo que constituye al péptido biológicamente activo (Lopez et al., 2008, Balciunas et al., 
2013). 
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1.3.3.1. Curvas de crecimiento de Lactobacillus spp. 
 
Existe evidencia que la producción de bacteriocinas en algunas bacterias ácido lácticas, a 
menudo está regulada por el crecimiento, pH y temperatura. Además, la producción de estos 
péptidos es mediada por una cantidad limitante de glucosa, nitrógeno y vitaminas presentes en el 
medio de cultivo (Todorov et al.,2013). La producción de bacteriocinas no está siempre relacionada 
con el incremento en la masa celular o en la tasa de crecimiento de la cepa productora. Se ha 
reportado que altos niveles de bacteriocinas se obtienen en condiciones de pH y temperatura 
menores a las requeridas para el crecimiento óptimo (Todorov et al.,2013). 
Por lo anteriormente descrito, se han hecho estudios para encontrar temperatura y pH óptimos 
para el crecimiento de la bacteria y la posterior obtención de estos péptidos (Riaz et al., 2010), tal 
como se muestra en las Figuras 2 y 3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Efecto del pH en el crecimiento de dos especies de Lactobacillus para la posterior 
obtención de bacteriocinas. Curva de crecimiento en función de diferentes pH con el fin de 
obtener la mayor actividad antimicrobiana de las bacteriocinas durante el crecimiento de dos 
especies de Lactobacillus. Los círculos corresponden a L. fermentum y los cuadrados a L. 
acidophilus (Riaz et al., 2010). 
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Figura 3. Efecto de la temperatura en el crecimiento de dos especies de Lactobacillus para la 
posterior obtención de bacteriocinas. Curva de crecimiento en función de diferentes 
temperaturas, con el fin de obtener la mayor actividad antimicrobiana de las bacteriocinas durante 
el crecimiento de dos especies de Lactobacillus. Los círculos corresponden a L. fermentum y los 
cuadrados a L. acidophilus (Riaz et al., 2010).   
 
1.3.4. Aplicaciones de las Bacteriocinas  
 
1.3.4.1. Efecto bactericida sobre patógenos 
 
Se ha reportado que las bacteriocinas inhiben patógenos importantes tanto en plantas como 
animales, tales como Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli productora de toxina Shiga 
(STEC), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Brenneria spp. (Yang et al. 
2014). Por ejemplo, se reportaron 20 cepas diferentes de E. coli que pueden expresar la bacteriocina 
colicina, de las cuales inhiben 5 cepas de E. coli (O26, O111, O128, O145, y O157: H7) productoras 
de toxinas Shiga (STEC), que pueden causar diarrea y síndrome urémico hemolítico en humanos. 
 27 
 
Además, se reportó una bacteriocina perteneciente a la clase II OR-7 purificada desde Lactobacillus 
salivarius, la cual exhibe actividad contra Campylobacter jejuni, un patógeno humano que causa 
gastroenteritis (Yang et al., 2014).  
 
1.3.4.2.   Actividad antineoplásica  
 
Además de la clásica actividad antimicrobiana previamente descrita, en los últimos años se 
ha reportado que las bacteriocinas también muestran actividad contra células tumorales humanas, 
tales como colicina A y E1 que inhiben el crecimiento de una línea de fibroblasto humano MRC5 
(Yang et al., 2014). En estudios recientes se reportó que la nisina también tiene la capacidad de 
prevenir el crecimiento de células cancerígenas: tres líneas celulares de carcinoma escamoso de 
cuello y cabeza (HNSCC) 17B, HSC y 14 A fueron tratadas con nisina en una concentración entre 
40-80 µg/ml durante 24 horas, luego de la cual, la nisina redujo la proliferación de HNSCC. Por lo 
tanto, la nisina podría ser una alternativa al tratamiento del HNSCC (Yang et al., 2014). 
  
1.4.  Infecciones de transmisión sexual  
 
1.4.1.  Gonorrea y Neisseria gonorrhoeae. 
 
La bacteria Neisseria gonorrhoeae es el agente causante de la gonorrea. Es un patógeno 
estricto de humano que comúnmente infecta el tracto urogenital, es decir, la uretra en hombres y 
endocervix y/o uretra en mujeres en edad reproductiva (Ruiz  et al., 2015). 
 
La gonorrea es la segunda enfermedad de transmisión sexual de origen bacteriano con mayor 
incidencia a nivel mundial. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) en las infecciones 
de transmisión sexual curables existe un índice global de 448 millones de nuevos casos por año, 
donde entre 106 y 200 millones de ellos son debido a infecciones por NGO, afectando a personas 
entre 15-50 años. Actualmente el tratamiento de la gonorrea es complicado debido a que N. 
gonorrhoeae adquiere con facilidad resistencia a las terapias antimicrobianas (Ruiz  et al., 2015). 
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Por lo tanto, la gonorrea representa un problema serio a nivel de salud pública debido a que es una 
amenaza que puede convertirse prontamente en una patología intratable (Whiley et al., 2012). La 
capacidad de N. gonorrhoeae de desarrollar resistencia a los antibióticos se ha expandido por varias 
décadas, logrando tener resistencia a múltiples clases de ellos incluyendo las penicilinas, 
tetraciciclina, macrólidos y quinolonas.  Debido a esto, no sería sorprendente que se observaran 
signos de resistencia a cefalosporinas de amplio espectro, incluyendo cefiximas y ceftriaxona luego 
de un constante aumento en el MIC sobre la última década (Figura 4) (Whiley et al.,  2012) . 
 
Figura 4. Historia de los antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la gonorrea y la 
evolución de la resistencia a antimicrobianos de Neisseria gonorrhoeae. El tratamiento de la 
gonorrea comenzó con la utilización de las sulfonamidas, luego se cambió el tratamiento con el 
uso de penicilinas, espectinomicinas, tetraciclinas, quinolonas y actualmente son las cefalosporinas 
los antibióticos utilizados en el tratamiento de la enfermedad. No obstante, ya se han encontrado 
cepas resistentes a la actual terapia antibiótica, por lo que es probable que esté comenzando una 
era donde esta patología será intratable (Unemo & Shafer 2014). 
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Lamentablemente durante la última década las cepas que han disminuido su susceptibilidad 
a las cefalosporinas se han expandido a nivel internacional y su presencia se ha documentado a 
nivel mundial. Es preocupante que las cepas de N. gonorrhoeae altamente resistentes a los 
antibióticos (XDR), presentan un alto nivel de resistencia para todas las cefalosporinas combinado 
con resistencia a casi todos los antimicrobianos terapéuticos disponibles. Debido a que la 
ceftriaxona es la última opción para la monoterapia empírica de primera línea para la gonorrea, la 
aparición de la cepa XDR podría iniciar una era de gonorrea que sea intratable utilizando 
monoterapia antimicrobiana (Unemo & Shafer 2014).  
 
Los datos epidemiológicos reportados por el Ministerio de Salud de Chile muestran a partir del año 
2015 un ascenso en la tasa de incidencia de gonorrea. En el año 2016 se presentaron 2.039 casos, 
siendo un 38 % más con respecto a la mediana del quinquenio anterior (1.473 casos), lo que indicó 
que para ese año la cantidad de casos superó lo esperado para ese periodo, como se muestra a 
continuación en la Figura 5.  (http//www.ispch.cl/sites/default/files/Boletin%20Gono-Final.pdf).  
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Tasa de notificación de gonorrea Chile 2000-2016. Variación en el número de 
infectados de la enfermedad de gonorrea cada cien mil habitantes en Chile entre los años 2000- 
2016. (Depto epidemiología, DEIS. DIPLAS – Ministerio de Salud Chile).   
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Es preocupante el caso de las mujeres infectadas, ya que las manifestaciones son 
mayoritariamente asintomáticas hasta que se produce una infección en el tracto genital superior tal 
como la enfermedad inflamatoria pélvica cuyas consecuencias son infertilidad, embarazo ectópico 
y dolor pélvico crónico. En Chile es precisamente la población joven entre 15 y 19 años la que se 
ve mayormente afectada y sumado a que estudios epidemiológicos y biológicos han proporcionado 
evidencia de que las infecciones gonocócicas además facilitan la transmisión del VIH (Cano et al., 
2009) y además la facilidad con la que la bacteria adquiere resistencia a las terapias 
antimicrobianas, es necesario buscar nuevas terapias antimicrobianas alternativas.  
 
 
 
1.5.  Planteamiento del problema  
Lactobacillus spp. son microorganismos pertenecientes a la microbiota del ser humano, se 
encuentra presente en la zona vaginal ejerciendo un rol de protección al impedir la adhesión y 
colonización de bacterias exógenas y además mantiene un equilibrio entre los microorganismos 
endógenos.  Pero además se ha reportado que este efecto protector se debe a que algunas cepas 
poseen moléculas con acción antimicrobiana, tales como las bacteriocinas, péptidos que presentan 
efecto bactericida frente a diversos patógenos. Sin embargo, la evidencia actual de la acción de las 
bacteriocinas de Lactobacillus sobre el patógeno Neisseria gonorrhoeae es escasa, y dado que este 
patógeno ha adquirido resistencia a los antibióticos a lo largo del tiempo y se considera que puede 
convertirse prontamente en intratable, es necesario buscar nuevas estrategias terapéuticas y 
alternativas al uso de antibióticos clásicos ya que estos últimos, además perjudican el 
restablecimiento de la microbiota protectora y produce cepas resistentes a los antimicrobianos.   
 
1.6. Hipótesis  
 
El sobrenadante libre de célula (CFS) enriquecido en proteínas de bajo peso molecular de 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum y Lactobacillus 
rhamnosus tienen actividad antimicrobiana sobre el patógeno Neisseria gonorrhoeae.  
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1.7. Objetivo General 
 
Evaluar las propiedades bactericidas de los CFS enriquecidos en proteínas de bajo peso 
molecular producidos por Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. fermentum y L. rhamnosus contra 
el patógeno humano Neisseria gonorrhoeae. 
 
 
 
1.8. Objetivos Específicos   
 
I. Determinar la presencia de proteínas de bajo peso molecular en sobrenadantes libre de 
células (CFS) de Lactobacillus acidophilus, casei, fermentum y rhamnosus y obtener 
las condiciones de temperatura y pH para una máxima producción de fracción proteica 
en los CFS de las cuatro especies de Lactobacillus en estudio.  
 
II. Evaluar la actividad bactericida del sobrenadante libre de células (CFS) enriquecidos 
en proteínas de bajo peso molecular de los Lactobacillus spp. en estudio sobre el 
patógeno Neisseria gonorrhoeae. 
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2. Materiales y métodos 
2.1. Reactivos y materiales 
2.1.1. Sigma-Aldrich: β- mercaptoetanol  
2.1.2. BD Biosciences: GC- Medium Base  
2.1.3. Invitrogen. Estándar de peso molecular de proteinas NovexTM  Sharp Pre- stained Protein 
Standard, SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol. Sistema de electroforesis 
Bolt® 
2.1.4. Novex: Gel- Dry TM  Drying Solution  
2.1.5. Merck. Medio MRS, urea, sulfato de amonio, acetato de amonio, papel filtro Whatmann, 
glucosa, agar- agar, glutamina, K2HPO4, KH2PO4, cloruro de sodio. 
2.1.6. Santa Cruz Biotechnology: Tricina  
2.1.7. Thermo Scientific: PierceTM BCA Protein Assay Kit,  Protease Inhibitor Cocktail, EDTA- 
free (100X) 
2.1.8. Winkler:  Acrilamida, bis- acrilamida,Tris, SDS, ácido clorhidrico, amonio persulfato, 
glicerol, TEMED, hidróxido de sodio, ácido tricloroacetico, acetona, PBS 10X, azul de 
coomassie G-250, azul de coomassie R-250, metanol, ácido acético. 
2.1.9. Sigma: Tiamina pirofosfato, filtros Millipore 0,22 μm. 
 
Los siguientes equipos fueron utilizados en este trabajo: Estufa con CO2 modelo: UN-5510E 
(NUAIRE), Incubador shaker modelo: ZHWY-200B (ZHCHENG), Sistema de electroforesis 
modelo: Mini-PROTEAN® Tetra Cell 4-gel handcasting system (BIO-RAD), Fuente de poder 
modelo: PowerPac™ Basic (BIO-RAD), Centrífuga modelo: 5804R (Eppendorf), Lector híbrido 
de microplato multiuso modelo: Synergy H1™ (BioTek), sistema de fotodocumentación modelo: 
SC750 (BioSens) y modelo : Major Science D1-HD, Gabinete de esterilidad (ESCO), Gabinete de 
esterilidad modelo: ZHJH-C1112C (ZHCHENG). pH metro, modelo ORION Star A211, 
ThermoScientific, balanza analítica RADWAG AS 220/C/2. 
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2.2. Material biológico  
2.2.1 Bacterias 
Especies  Fuente 
Lactobacillus acidophilus               Dra. Anette Trombert, Centro de Genómica e 
Informática Universidad Mayor  
Lactobacillus casei                        Dra. Anette Trombert, Centro de Genómica e 
Informática Universidad Mayor 
Lactobacillus fermentum                        Dra. Anette Trombert, Centro de Genómica e 
Informática Universidad Mayor 
Lactobacillus rhamnosus Dra. Anette Trombert, Centro de Genómica e 
Informática Universidad Mayor 
Neisseria gonorrhoeae P9- 17 Prof. Dr. Myron Christodoulides (UK). 
 
 
2.3. Cultivo de Lactobacillus spp. 
 
Se crecieron Lactobacillus acidophilus, L. casei, L fermentum y L. rhamnosus en 2 ml de 
medio líquido MRS (Merck) durante 24 h a 37 °C en anaerobiosis utilizando el sistema Anaerocult 
A Mini (Merck). Posteriormente se subcultivaron cada una de las cepas en agar MRS y se incubaron 
a 37 °C durante 24 - 48 horas dependiendo del crecimiento de las colonias en condiciones de 
anaerobiosis (Riaz et al.,  2010).  
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2.4. Purificación de sobrenadante libre de células (CFS) enriquecido en proteínas  
 
Se tomó una colonia de cada una de las cuatro especies de Lactobacillus (acidophilus, casei, 
fermentum y rhamnosus) previamente aisladas en agar MRS y se sembró cada colonia en 100 ml 
de caldo MRS durante 72 horas a 37 °C sin agitación y en condición de anaerobiosis. 
Posteriormente se centrifugaron los cultivos a 5000 rpm por 20 minutos y a 4 °C para recuperar el 
sobrenadante libre de células (CFS). Éstos se ajustaron a pH 5.0 con NaOH 1 M y luego se 
precipitaron con diferentes porcentajes de sulfato de amonio (30%, 40%, 50% y 60%), con respecto 
al volumen final de sobrenadante. A continuación los CFSs tratados se centrifugaron para separar 
el precipitado del sobrenadante (5000 rpm, 40 minutos a 4 °C), luego el precipitado fue 
resuspendido en 100 µl de acetato de amonio 25 mM pH 6.5, a continuación se tomó 100 µl de 
muestra, se precipitó con 25% de ácido tricloro acético a 4 °C durante toda la noche, luego se 
centrifugó a máxima velocidad durante 40 minutos a 4 °C, posteriormente el pellet se lavó con 500 
µl de 100% acetona  y se centrifugó a máxima velocidad durante 40 minutos a 4 °C, finalmente el 
pellet se resuspendió en 75 µl de PBS estéril y se adicionó  Protease Inhibitor Cocktail, EDTA- 
free (100X) (Thermo Scientific), finalmente se guardó a -20 °C  para los siguientes experimentos 
(Koontz et al., 2014, Todorov et al., 2013). 
 
 
2.5. Medición de proteínas del sobrenadante libre de células (CFS)  
 
Los CFS se cuantificaron mediante un kit de medición de proteínas (BCA Thermo 
Scientific), utilizando una microplaca de 96 pocillos y midiendo absorbancia a 562 nm en un 
espectrofotómetro Synergy H1 (Biotek).  
 
2.6.  Electroforesis de CFS. 
 
Se cargaron 30 µg de muestra de proteína en geles de tricina al 16% / 6 M urea con gradiente 
(Schagger 2006). El estándar de peso molecular que se utilizó fue Novex Sharp Pre-Stained Protein 
Standard (Invitrogen) y See Blue Plus 2 Pre-Stained Protein (Invitrogen).  La electroforesis se 
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corrió en una cámara de electroforesis (MiniProtean®, BioRad) a un voltaje de 50 V hasta que las 
muestras migraron hasta el gel resolutivo, luego se aumentó el voltaje a 100 V. Terminada la 
electroforesis el gel se fijó durante 30 minutos en un buffer de fijación (50% metanol, 10% ácido 
acético y acetato de amonio 100 mM). Luego se tiñó con una solución de azul de Coomassie R-
250 (0,025% p/v, 10% ácido acético) durante toda la noche. Posteriormente el gel se destiñó con 
un tampón de desteñido (10% ácido acético), con 3 a 4 lavados para observar las bandas de bajo 
peso molecular correspondientes al rango de bacteriocinas (Schagger 2006). 
 
2.7. Determinación de temperatura para la obtención de CFS enriquecido en proteínas a 
través de curva de crecimiento 
 
Se utilizaron 3 sets de tubos por duplicado para cada Lactobacillus en estudio con 3 mL de 
medio MRS cada uno; como control se utilizó un tubo con 3 mL de medio MRS sin inocular. En 
cada tubo se inoculó 30 µl de bacteria de un cultivo de 24 h correspondiente a cada especie. Esto 
se incubó a 30 °C y 37 °C sin agitación. Se hizo el seguimiento del crecimiento bacteriano mediante 
mediciones de densidad óptica OD600 nm con alícuotas de 100 l cada 4 horas durante 48 horas. 
(Riaz et al., 2010, Todorov et al., 2013). 
 
2.8. Determinación de pH para la obtención de CFS enriquecido en proteínas a través de 
curva de crecimiento   
 
Para determinar el pH óptimo de las 4 especies de Lactobacillus en estudio en la obtención 
de los CFS, se repitió el procedimiento descrito en el punto 2.7.  El caldo se ajustó a pH 6.0 y 6.5 
se inocularon con 30 µl de bacteria de un cultivo de 24 horas, en 3 mL de medio MRS y se incubó 
a 37 °C sin agitación. Se hizo el seguimiento del crecimiento bacteriano mediante mediciones de 
densidad óptica OD600 nm con alícuotas de 100 l cada 4 horas durante 48 horas (Riaz et al., 2010, 
Todorov et al., 2009).  
 
Posteriormente para la obtención de los CFS enriquecidos en proteínas se repitió lo descrito 
en 2.7 y 2.8 para la obtención de las muestras, con una alícuota adicional a las 72 h correspondiente 
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a la condición inicial que se probó.  Para esto se utilizaron 150 mL de medio MRS con 1,5 mL de 
bacteria, y 1 mL de medio MRS sin inocular, cada 4 h durante 48 horas más una a las 72 h, se 
tomaron alícuotas de 10 mL para la precipitación de los CFS. Se repitió el protocolo descrito en la 
actividad 2.4 para la obtención de los CFS enriquecidos en proteínas tanto para las temperaturas 
como pH evaluados, eliminándose la etapa con sulfato de amonio.  
 
2.9. Siembra de césped de Neisseria gonorrhoeae 
 
Para realizar el césped de Neisseria gonorrhoeae se revivió la cepa P9-17 (Pili+ Opa+) en una 
placa con medio GC suplementado con Isovitalex por 18-24 horas a 37 °C y con 5% de CO2.  Luego 
se seleccionaron las colonias con fenotipo Pili+ y Opa+ y se resuspendieron en 1 mL de buffer 
fosfato salino estéril (PBS) al 0,9X. La suspensión bacteriana se ajustó a una turbidez de 0,5 por 
estándar McFarland (1,5 x 108 CFU ml-1). Se tomó  300 µl, con lo cual se hizo un césped utilizando 
placas  GC (Ruiz  et al., 2015). 
 
2.10.  Test de difusión en agar de CFS enriquecidos en proteínas de Lactobacillus spp. 
 
Se prepararon suspensiones de 50 µl de CFSs de Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. 
fermentum y L.rhamnosus, obtenidos de acuerdo a lo descrito en la actividad 2.4 y 2.8. Éstos se 
sembraron sobre un césped de Neisseria gonorrhoeae previamente sembrada en agar GC mediante 
perforación en agar, dentro del cual se depositó la suspensión de CFS antes descrita. Las placas se 
incubaron durante 24 horas a 37 °C y 5% de CO2 con el fin de obtener halos de inhibición en el 
crecimiento del patógeno. Se evaluó la actividad de estos sobrenadantes enriquecidos en proteínas 
obtenidos a distintas horas y bajo diferentes condiciones sobre el patógeno de interés N. 
gonorrhoeae. Los CFSs que presentaron un mayor efecto antimicrobiano frente al patógeno de 
interés fueron visualizados mediante electroforesis en gel de tricina 16% /6M urea como se describe 
en el punto 2.6.  
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2.11. Test de interacción de actividad antibacteriana entre CFS 
 
Los CFS enriquecidos en proteínas que presentaron el mayor efecto antimicrobiano para cada 
una de las especies en estudio, tanto para la condición de pH como para la de temperatura, se 
sembraron dos por cada placa más PBS como control y se realizó 3 perforaciones en el agar, de 
manera separada, además se  realizó otra placa con 4 perforaciones para los CFS seleccionados de 
cada especie uno cerca del otro para evaluar si existía un efecto sinérgico, antagónico o sin efecto 
entre ellos (Figura 6).  La placa sembrada se incubó durante 24 horas a 37 °C y 5% de CO2 con el 
fin de determinar halos de inhibición en el crecimiento de NGO. Para evaluar si existía un efecto 
sinérgico entre los CFS se compararon los halos de inhibición formados entre los CFS sembradas 
en las perforaciones cercanas una de la otra comparado con el control de inhibición de la bacteria 
sembrada de forma independiente. Si existe un efecto sinérgico la zona de inhibición formada en 
el área de difusión para ambos CFS será mayor que la zona de inhibición de cada CFS de forma 
independiente, por el contrario, si existe un efecto antagónico la zona de inhibición formada en el 
área de inhibición de ambas CFS será menor que la zona formada en cada CFS de manera 
independiente. Si la zona de difusión para ambas CFS permanece con el mismo tamaño comparado 
con la zona de inhibición de las CFS de manera independiente, significa que no hay sinergismo 
entre ellas, como se muestra en la Figura 6 (Ruiz et al., 2015). 
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Figura 6. Diseño experimental para la evaluación de la interacción de actividad 
antibacteriana entre CFS mediante método de difusión en agar.  Placas con agar GC se 
sembraron con N. gonorrhoeae y en este césped bacteriano se depositó una suspensión de 50 
µl de sobrenadante libre de células (CFS), perteneciente a los cuatro Lactobacillus en estudio. 
A: L. acidophilus, C: L casei, F: L. fermentum y R: L. rhamnosus. Como control negativo se 
utilizó un pocillo con PBS estéril (Ruiz et al., 2015).  
 
 
 39 
 
3. Resultados 
3.1. Obtención de péptidos de bajo peso molecular presentes en  los CFS de las especies de 
Lactobacillus en estudio.  
Se utilizaron cuatro variedades de Lactobacillus pertenecientes a la microbiota vaginal del ser 
humano para realizar los siguientes estudios: Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. fermentum y 
L. rhamnosus. Para todos se obtuvieron los CFS enriquecidos en proteínas, y se evaluó su perfil de 
proteinas mediante SDS-PAGE en geles en gradiente de tricina (16% - 6M urea), utilizando 
distintos porcentajes de agente precipitante (sulfato de amonio), con el fin de visualizar si cada uno 
de ellos presentaban proteínas de pequeño tamaño molecular denominadas bacteriocinas.  
 
En el caso de L. fermentum las muestras precipitadas con 30, 40, 50 y 60 % de sulfato de amonio, 
se observó proteínas de pequeño tamaño ≥ 10 kDa. En el caso de 30 y 50% se obtuvo una  mayor 
concentración de las  proteinas de interés, es decir las de menor tamaño, por lo tanto, se eligío el 
porcentaje 30%  donde se vio la banda de menor tamaño para los experimentos posteriores (Figura 
7).   
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Figura 7. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de las especies 
de Lactobacillus. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas perteneciente a 
Lactobacillus fermentum tratado con 30, 40, 50 y 60 % de sulfato de amonio (agente precipitante). 
En todos los carriles se cargaron 25 µg de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó 
Novex Sharp Pre Stained Protein Standard (Invitrogen).  
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En el caso de L. rhamnosus las muestras precipitadas con 30, 40, 50 y 60 % de sulfato de amonio, 
se observó proteínas ≥ 10 kDa. En el caso de 30 % se obtuvo una  mayor concentración de las  
proteinas de interés, es decir las de menor tamaño, por lo tanto, se eligió este porcentaje para los 
experimentos posteriores (Figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de las especies 
de Lactobacillus. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas perteneciente a 
Lactobacillus rhamnosus tratado con 30, 40, 50 y 60 % de sulfato de amonio (agente precipitante). 
En todos los carriles se cargaron 25 µg de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó 
Novex Sharp Pre Stained Protein Standard (Invitrogen). 
 42 
 
En el caso de L. acidophilus fue posible observar,  con todos los porcentajes de agente precipitante 
utilizado, bandas correspondientes a proteínas de pequeño tamaño ≥ 10 kDa. Sin embargo, con el 
porcentaje 60 % de sulfato de amonio se observó dos bandas menor a 10 kDa, por lo tanto se 
escogió este porcentaje para continuar este estudio (Figura 9). 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de las especies 
de Lactobacillus. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas perteneciente a 
Lactobacillus acidophilus tratado con 30, 40, 50 y 60 % de sulfato de amonio (agente precipitante). 
En todos los carriles se cargaron 25 µg de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó 
Novex Sharp Pre Stained Protein Standard (Invitrogen). 
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En el caso de L. casei, no se observó la presencia de proteínas de interés con ningún porcentaje de 
agente precipitante utilizado (Figura 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de las especies 
de Lactobacillus. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas perteneciente a 
Lactobacillus casei tratado con 30, 40, 50 y 60 % de sulfato de amonio (agente precipitante). En 
todos los carriles se cargaron 25 µg de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó Novex 
Sharp Pre Stained Protein Standard (Invitrogen). 
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3.2. Obtención de las condiciones de temperatura y pH para una máxima producción de 
fracción proteica presente en el CFS a través de curva de crecimiento en las cuatro especies 
de Lactobacillus en estudio.  
 
A continuación, se evaluó la influencia de las condiciones de pH y temperatura en el crecimiento 
de las cuatro especies de Lactobacillus y en la posterior obtención de la fracción proteica del CFS. 
Por lo tanto, para las cuatro especies de Lactobacillus en estudio se hicieron curvas de crecimiento 
bacteriano utilizando dos temperaturas (30 °C y 37 °C)  (Figuras 11,13,15 y 17) y tres diferentes 
pH iniciales para el medio de cultivo MRS (5,5; 6,0; 6,5) (Figuras 12,14,16 y 18). En las cuatro 
especies se observaron  mayores diferencias en cuanto al crecimiento de la bacteria en la variable 
temperatura, siendo a 37 °C donde se observó un crecimiento más rápido de las bacterias durante 
la fase exponencial (Figuras 11,13,15 y 17). Se observó que para L casei, L. fermentum y L. 
rhamnosus tanto 37 °C y 30 °C fueron temperaturas adecuadas para realizar el desarrollo 
experimental, ya que en ambas temperaturas la bacteria creció. Por el contrario, L acidophilus no 
creció bien en ninguna  las dos temperaturas utilizadas. En cuanto a las curvas de pH, no se 
observaron grandes diferencias a nivel de los distintos pH en el caso de L. casei, fermentum y 
rhamnosus, por el contrario, L. acidophilus a pH 6,0 presentó un mayor crecimiento comparado 
con los pH 5,5 y 6.5 (Figuras 12,14,15 y 16).   
Para la variable temperatura en el caso de L. fermentum, se observó que la bacteria creció en las 
dos temperaturas (37 °C y 30 °C). Sin embargo, a 37 °C se observó un crecimiento más rápido de 
la bacteria durante la fase exponencial llegando a su peak de crecimiento a las 12 h, a diferencia de 
los 30 °C donde se obtuvo a las 32 h el peak de crecimiento de la bacteria, a los 37 °C se observó 
una fase estacionaria más larga comparado con los 30 °C, y posteriormente ambas comenzaron la 
fase de fuerte en el tiempo 44 h (Figura11). 
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Figura 11. Curva de crecimiento bacteriano de Lactobacillus fermentum en función de dos 
temperaturas 30 °C y 37 °C. Se muestra el crecimiento de la especie L. fermentum en función del 
tiempo a través de la medición de densidad óptica.  Los círculos corresponden a la temperatura 30 
°C y los cuadrados a 37 °C. Cada punto corresponde a un promedio de un n=3. 
En cuanto a la variable pH para L. fermentum, se observó que el peak de crecimiento a pH 5,5 y 
6,5 se obtuvo a las 16 h, mientras que en el caso de pH 6,0 ocurrió a las 28 h. No se observó 
mayores diferencias en cuanto al crecimiento de las bacterias, al haber utilizado diferentes pH 
iniciales (Figura 12).  
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Figura 12. Curva de crecimiento bacteriano de Lactobacillus fermentum en función del factor 
pH 5,5, 6,0 y 6,5. Se muestra el crecimiento de la especie L. fermentum en función del tiempo a 
través de la medición de densidad óptica. Los triángulos corresponden al pH 5,5; los círculos a pH 
6,0 y cuadrados a pH 6,5. Cada punto es un promedio de un n=3.  
 
 
En el caso de L. rhamnosus, se observó que la bacteria creció en ambas temperaturas (37 °C y 30 
°C). Se obtuvo que a los 37 °C hubo una fase lag mas rápida comparado con 30  °C, para ambas 
temperaturas se observó una fase de crecimiento exponencial llegando al peak de crecimiento a las 
24 h en el caso de los 37 °C, mientras que en el caso de 30 °C se obtuvo a las 36 h. En el caso de 
los 37 °C al igual que en L. fermentum, se observó un periodo más largo de fase estacionaria, a 
diferencia de los 30 °C que luego de llegar al peak comenzó la fase de muerte (Figura 13).   
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Figura 13. Curva de crecimiento bacteriano de Lactobacillus rhamnosus en función de dos 
temperaturas 30 °C y 37 °C. Se muestra el crecimiento de la especie L. rhamnosus en función del 
tiempo a través de la medición de densidad óptica. Los círculos corresponden a la temperatura 30 
°C y los cuadrados a 37 °C. Cada punto corresponde a un promedio de un n=3.  
 
En cuanto a la variable pH en el caso de L. rhamnosus, se observó que el peak de crecimiento a pH 
5,5 se obtuvo a las 24 h, mientras que en el caso de pH 6,0 y 6,5 se obtuvo a las 28 h. No se observó 
mayores diferencias en cuanto al crecimiento de las bacterias al haber utilizado diferentes pH 
iniciales (Figura 14).  
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Figura 14. Curva de crecimiento bacteriano de Lactobacillus rhamnosus en función del factor 
pH 5,5, 6,0 y 6,5. Se muestra el crecimiento de la especie L. rhamnosus en función del tiempo a 
través de la medición de densidad óptica. Los triángulos corresponden al pH 5,5; los círculos a pH 
6,0 y cuadrados a pH 6,5. Cada punto es un promedio de un n=3. 
 
En relación a la variable temperatura para L. acidophilus, se observó que la bacteria no creció bien 
en ninguna de las dos temperaturas utilizadas, sin embargo, a 37 °C hubo un crecimiento 
considerablemente mayor de la bacteria que a los 30 °C. El peak de crecimiento a 37 °C se obtuvo 
a las 16 h, mientras que en el caso de 30 °C se obtuvo a las 36 h (Figura 15). 
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Figura 15. Curva de crecimiento bacteriano de Lactobacillus acidophilus en función de dos 
temperaturas 30 °C y 37 °C. Se muestra el crecimiento de la especie L. acidophilus en función 
del tiempo a través de la medición de densidad óptica. Los círculos corresponden a la temperatura 
30 °C y los cuadrados a 37 °C. Cada punto corresponde a un promedio de un n=3. 
                 
 
En cuanto al pH en el caso de L. acidophilus, se observó que el peak de crecimiento a pH 5,5 se 
obtuvo a las 20 h, mientras que para pH 6,0 se obtuvo a las 24 h, en cambio en el caso de pH 6,5 
se obtuvo a las 32 h. Se observó que a pH 6,0 hubo un mayor crecimiento de la bacteria a diferencia 
de pH 5,5 y 6,5 donde no se observó mayores diferencias (Figura 16). 
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Figura 16. Curva de crecimiento bacteriano de Lactobacillus acidophilus en función de la 
variable pH 5,5, 6,0 y 6,5. Se muestran el crecimiento de la especie L. acidophilus en función del 
tiempo a través de la medición de densidad óptica. Los triángulos corresponden al pH 5,5; los 
círculos a pH 6,0 y cuadrados a pH 6,5. Cada punto es un promedio de un n=3. 
 
 
 
En relación con la variable temperatura en el caso de L. casei, se observó que la bacteria creció en 
ambas temperaturas (37 °C y 30 °C). En ambas temperaturas se observó un período de fase 
exponencial llegando al peak de crecimiento a las 40 h a los 37 °C, mientras que a los 30 °C se 
obtuvo a las 36 h (Figura 17).  
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Figura 17. Curva de crecimiento bacteriano de Lactobacillus casei en función de dos 
temperaturas 30 °C y 37 °C. Se muestra el crecimiento de la especie L. casei en función del 
tiempo a través de la medición de densidad óptica. Los círculos corresponden a la temperatura 30 
°C y los cuadrados a 37 °C. Cada punto corresponde a un promedio de un n=3. 
 
En cuanto a la variable pH para L. casei, se observó que el peak de crecimiento se obtuvo a las 40 
h en el caso de los tres pH. No se observó mayores diferencias en cuanto al crecimiento de las 
bacterias, al haber utilizado diferentes pH iniciales, salvo en la etapa de muerte donde a pH 5,5 
comenzó primero, seguido de pH 6,0 en cambio a pH 6,5 continuó en fase estacionaria (Figura 18). 
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Figura 18. Curva de crecimiento bacteriano de Lactobacillus casei en función del factor pH 
5,5, 6,0 y 6,5. Se muestra el crecimiento de la especie L. casei en función del tiempo a través de la 
medición de densidad óptica. Los triángulos corresponden al pH 5,5; los círculos a pH 6,0 y 
cuadrados a pH 6,5. Cada punto es un promedio de un n=3. 
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3.3. Evaluación de la actividad bactericida del sobrenadante libre de células (CFS) 
enriquecidos en proteínas de bajo peso molecular de los Lactobacillus spp. en estudio 
sobre el patógeno Neisseria gonorrhoeae.  
 
Con cada alícuota tomada de CFS enriquecidos en proteínas durante 48 h más una alícuota 
correspondiente a las 72 h (perteneciente a la condición inicial que se testeó) de pH y temperaturas 
de cada una de las 4 especies de Lactobacillus en estudio, obtenidas durante la curva de 
crecimiento, se analizó si presentaban un efecto antimicrobiano frente a N. gonorrhoeae, mediante 
la obtención de halos de inhibición en el crecimiento del patógeno.  
 
En relación con el efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus fermentum, 
crecido a 37 °C y pH inicial 5,5 se observó que en todos los tiempos analizados hubo un efecto 
bactericida frente al patógeno estudiado, producto de la formación de halos inhibición, sin 
embargo, fue en la fase estacionaria a las 24 h donde se vio un efecto bactericida importante. 
Posteriormente fue en los últimos tiempos analizados donde se produjo el mayor grado de 
inhibición del crecimiento del patógeno, que correspondió a los tiempos 44, 48 y 72 h, siendo el 
mayor a las 48 h (Figura 19). 
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Figura 19. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
fermentum sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A:  Halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de L. fermentum crecido a 37 °C 
y pH 5,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota tomada 
cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la medición de 
los halos de inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A sobre el 
patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se produjo el mayor halo 
de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
A continuación, se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para poder visualizar 
las proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción y que además pudiesen 
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corresponder a la clasificación de bacteriocinas. En todas las muestras analizadas, se observó una 
banda entre los 17 y 28 kDa y además en el caso de las 72 h, se identificó una banda alrededor de 
los 17 kDa, una alrededor de los 14 kDa y dos bandas inferiores a este tamaño. Estas dos últimas 
bandas mencionadas también se observaron a las 24 y a las 44 h, pero en menor concentración que 
a las 72 h (Figura 20). 
 
 
 
  
 
                                                                       
 
 
 
 
 
 
Figura 20.  Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
fermentum crecido a 37 °C y pH 5,5. Sobrenadantes libres de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus fermentum. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. Las flechas rojas indican las 
bandas observadas y sus respectivos tamaños: flecha A: entre 28 kDa y 17 kDa, B: alrededor de 17 
kDa, C: alrededor de 14 kDa, D y E: menor a 14 kDa. Como estándar de peso molecular se utilizó 
SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol (Invitrogen).  
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus fermentum crecido a 
30 °C, se observó que el mayor halo de inhibición se obtuvo a las 40 h. Comparado con 37 °C en 
este caso el mayor efecto antimicrobiano se obtuvo en un tiempo más temprano. También fueron 
significativos los halos a las 16, 20 y 72 h (Figura 21). 
Figura 21. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
fermentum sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar.  A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de L. fermentum crecido a 30 °C y 
pH 5,5 durante 48 h, más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota tomada 
cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la medición de 
los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A sobre el 
patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se obtuvo el mayor halo 
de inbición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
A B 
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A continuación, se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para poder visualizar 
las proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción, y que además pudiesen 
corresponder a la clasificación de bacteriocinas. En todas las muestras analizadas, se observó una 
banda entre los 17 y 28 kDa. En todos los carriles se visualizaron tres bandas de un tamaño menor 
a los 14 kDa. Lamentablemente son bandas muy tenues que no fueron posibles de visualizar en la 
imagen (Figura 22). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
fermentum crecido a 30 °C y pH 5,5. Sobrenadantes libres de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus fermentum. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  La flecha roja A indica el tamaño de las bandas observadas entre 17 kDa y 28 kDa. 
La llave B indica 3 bandas menores a 14 kDa. En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. 
Como estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol 
(Invitrogen).  
A 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus fermentum crecido a 
37 °C y pH inicial 6,0 se observó que hubo un efecto bactericida en todos los tiempos analizados. 
El mayor halo de inhibición se produjo al utilizar el CFS correspondiente a las 20 h. Además, 
fueron significativos los CFS obtenidos a las 12, 16 y 24 h. A diferencia de pH 5,5 donde el mayor 
efecto bactericida se produjo en las últimas horas analizadas (Figura 23). 
Figura 23. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
fermentum sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus fermentum crecido 
a 37 °C y pH 6,0 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota 
tomada cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la 
medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se produjo el 
mayor halo de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
 
B 
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para poder visualizar 
las proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a 
la clasificación de bacteriocinas. En todos los carriles se observó una banda entre los 17 y 28 kDa 
y además se identificó una banda alrededor de los 17 kDa y una menor a los 14 kDa que no fue 
posible de visualizar en la imagen (Figura 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
fermentum crecido a 37 °C y pH 6,0. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus fermentum Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. La flecha roja indica las bandas 
observadas y sus respectivos tamaños. A: entre 17 y 28 kDa. Como estándar de peso molecular se 
utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol (Invitrogen). 
 
A 
C 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus fermentum crecido a 
37 °C y pH inicial 6,5 se observó que en todos los tiempos analizados hubo un efecto bactericida, 
sin embargo, a diferencia de lo ocurrido con los pH anteriores 5,5 y 6,0, con pH 6,5 se observó que 
los mayores halos de inhibición se produjeron en tiempos tempranos a las 4 y 8 (Figura 25). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
fermentum sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus fermentum crecido 
a 37 °C y pH 6,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota 
tomada cada 4 h. Las flechas rojas indican el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la 
medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica los tiempos (h) donde se obtuvieron 
los mayores halos de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína, que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. En todas las muestras se observó una banda entre los 17 y 28 kDa, 
en el caso de las 72 h se observó una mayor concentración de proteínas alrededor de los 17 kDa. 
Además, se observó dos bandas menores a los 14 kDa tanto a las 4 h como a las 72 h (Figura 26). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
fermentum crecido a 37 °C y pH 6,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus fermentum.Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus fermentum. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante). Las flechas rojas indican las bandas observadas y sus respectivos tamaños. flecha A: 
entre 28 kDa y 17 kDa, B: alrededor de 17 kDa, C y D menor a 14 kDa. En todos los carriles se 
cargaron 30 µg de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- 
Stained Protein Standard Protocol (Invitrogen). 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus rhamnosus crecido a 
37 °C y pH inicial 5,5 se observó que hubo un efecto bactericida en todos los tiempos analizados 
y que al igual que L. fermentum en esta misma condición (37 °C y pH 5,5) el mayor efecto 
bactericida se produjo a las 48 h (Figura 27). 
Figura 27. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
rhamnosus sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus rhamnosus crecido 
a 37 °C y pH 5,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota 
tomada cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la 
medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se produjo el 
mayor halo d inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones.  
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, con el fin de realizar una electroforesis y visualizar 
las proteínas que podrían estar involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se obtuvo a las 8, 28, 32 y 36 h una banda entre los 17 y28 kDa. En 
el caso de las 32 y 36 h se observó dos bandas muy tenues entre 6 y 14 kDa (Figura 28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
rhamnosus crecido a 37 °C y pH 5,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus rhamnosus. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. Las flechas rojas indican las 
bandas observadas y sus respectivos tamaños: A: entre 17 y 28 kDa, B: entre 6 y 14 kDa. Como 
estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol 
(Invitrogen). 
 
 
A 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus rhamnosus crecido a 
30 °C se observó que hubo efecto bactericida en todos los tiempos analizados. Se observó que el 
mayor efecto bactericida se produjo a las 12 h, a diferencia de 37 °C en este caso se adelantó el 
mayor efecto antimicrobiano obtenido (Figura 29). 
Figura 29. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
rhamnosus sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus rhamnosus crecido 
a 30 °C y pH 5,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota 
tomada cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la 
medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se produjo el 
mayor halo de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, con el fin de realizar una electroforesis y visualizar 
las proteínas que podrían estar involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observó en todos los carriles bandas ≥ a 38 kDa, además se 
identificó a las 32 h una banda alrededor de los 17 kDa y además a las 48 h se observó una banda 
de un tamaño entre los 6 y 14 kDa (Figura 30). 
 
Figura 30. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
rhamnosus crecido a 30 °C y pH 5,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus rhamnosus. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. Las flechas rojas indican las 
bandas observadas y sus respectivos tamaños. A: ≥ a 38 kDa, B: alrededor de los 17 kDa, C: entre 
6 y 14 kDa.  Como estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein 
Standard Protocol (Invitrogen). 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus rhamnosus crecido a 
37 °C y pH inicial 6,0 se observó que hubo un efecto bactericida en todos los tiempos analizados. 
El mayor halo de inhibición se produjo a las 72 h. Además, fueron significativos los halos que se 
produjeron al utilizar los CFS obtenidos tanto en etapas tempranas como tardías en la curva de 
crecimiento de la bacteria, a las 4, 8, 36 y 72 h (Figura 31). 
 
Figura 31. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
rhamnosus sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus rhamnosus crecido 
a 37 °C y pH 6,0 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota 
tomada cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la 
medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se produjo el 
mayor halo de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
 
 67 
 
Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observó a las 36, 40, y 44 h una banda entre los 17 y 28 kDa y 
además se obtuvo a las 40 y 44 h dos bandas entre 6 y 14 kDa (Figura 32).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
rhamnosus crecido a 37 °C y pH 6,0. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus rhamnosus. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. Las flechas rojas indican las 
bandas observadas y sus respectivos tamaños. A: entre 17 y 28 kDa, B: entre 6 y 14 kDa. Como 
estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol 
(Invitrogen). 
 
A 
B 
 68 
 
En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus rhamnosus crecido a 
37 °C y pH inicial 6,5 se observó que hubo un efecto bactericida en todos los tiempos analizados, 
sin embargo, los más significativos fueron aquellos se produjeron durante las 24, 28 y 32 h (Figura 
33). A diferencia de lo ocurrido con L. fermentum donde a este pH se obtuvo los mayores halos de 
inhibición en el crecimiento del patógeno a las 4 y 8 h.  
Figura 33. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
rhamnosus sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus rhamnosus crecido 
a 37 °C y pH 6,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota 
tomada cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la 
medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se obtuvo el mayor 
halo de inbición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observó tanto a las 44 y 72 h una banda entre los 17 y 28 kDa y 
además en estas mismas dos horas se visualizaron dos bandas menores a los 14 kDa.  En los demás 
tiempos se identificaron bandas igual y superior a los 28 kDa (Figura 34).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
rhamnosus crecido a 37 °C y pH 6,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus rhamnosus. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante). Las flechas rojas indican las bandas observadas y sus respectivos tamaños A: entre 
17 y 28 kDa, B y C entre 6 y 14 kDa. En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. Como 
estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol 
(Invitrogen). 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus acidophilus crecido 
a 37 °C y pH inicial 5,5 se observó que hubo un efecto bactericida en todos los tiempos analizados, 
sin embargo, el mayor efecto antimicrobiano se produjo a las 12h (Figura 35).  
 
Figura 35. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
acidophilus sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de L. acidophilus crecido a 37 °C 
y pH inicial 5,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota 
tomada cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la 
medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h)donde se produjo el 
mayor halo de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones.  
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían estar involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observó a las 16, 20, 36, 44, 48 y 72 h bandas entre los 17 y 28 
kDa. A las 16, 20 y 36 se identificó una banda alrededor de los 17 kDa; las 16, 20, 36, 44 y 48 h se 
identificó dos bandas menores a los 14 kDa; y en el caso de las 72 h se observaron 3 bandas entre 
6 y 14 kDa. (Figura 36).  
Figura 36. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
acidophilus crecido a 37 °C y pH 5,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus casei. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante). Las flechas rojas indican las bandas observadas y sus respectivos tamaños. A: entre 
17 y 28 kDa, B: alrededor de los 17 kDa, C, D y E entre 6 y 14 kDa. En todos los carriles se 
cargaron 30 µg de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- 
Stained Protein Standard Protocol (Invitrogen). 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus acidophilus crecido 
a 30 °C y pH inicial 5,5 se observó que hubo un efecto bactericida en todos los tiempos analizados, 
sin embargo, el mayor efecto antimicrobiano se produjo a las 28 h, comparado con los halos 
obtenidos a 37 °C, a 30 °C en la mayoría de los tiempos aumentó el efecto bactericida (Figura 37).  
Figura 37. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
acidophilus sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus acidophilus 
crecido a 30 °C y pH 5,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una 
alícuota tomada cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido.B: Tabla con 
la medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se produjo el 
mayor halo de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observó en 24, 28, 32 y 40 h dos bandas entre los 17 y 28 kDa, 
además se observó en estas mismas horas una banda alrededor de los 17 kDa y una banda menor a 
los 14 kDa. A las 4, 16 y 20 h se observó una banda muy tenue entre los 17 y 28 kDa. 
Lamentablemente no se pudo visualizar en la imagen. (Figura 38).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
acidophilus crecido a 30 °C y pH 5,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus casei. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. Como estándar de peso molecular 
se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol (Invitrogen). 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus acidophilus crecido 
a 37 °C y pH inicial 6,0 se observó que hubo un efecto antimicrobiano en todos los tiempos 
analizados, siendo el mayor efecto antimicrobiano el que se produjo a las 44 h, y también 
significativos a las 4, 8 y 24 h (Figura 39). 
Figura 39. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
acidophilus sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus acidophilus 
crecido a 37 °C y pH 6,0 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una 
alícuota tomada cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con 
la medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se produjo el 
mayor halo de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían estar involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observó tres bandas a las 24, 36 h, y dos bandas a las 40 y 44 h 
entre los 17 y 28 kDa, y además una banda inferior a los 14 kDa en estos mismos tiempos. Además, 
a las 24 h se observó una banda alrededor de los 17 kDa (Figura 40).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
acidophilus crecido a 37 °C y pH 6,0. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus casei. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante). Las flechas rojas indican las bandas observadas y sus respectivos tamaños. A: entre 
17 y 28 kDa, B alrededor de los 17 kDa, C: entre 6 y 14 kDa.  En todos los carriles se cargaron 30 
µg de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein 
Standard Protocol (Invitrogen). 
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En relación con el efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus acidophilus 
crecido a 37 °C y pH inicial 6,5 se observó que hubo un efecto bactericida en todos los tiempos 
analizados, sin embargo, el mayor efecto antimicrobiano se produjo a las 8 h seguido por las 4 h. 
Al igual que en L. fermentum donde al modificar el pH inicial a 6,5 se observó que el mayor efecto 
antimicrobiano se produjo a las 4 y 8 h (Figura 41).  
Figura 41. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
acidophilus sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en 
agar. A: halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus acidophilus 
crecido a 37 °C y pH 6,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una 
alícuota tomada cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido.B: Tabla con 
la medición de los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A 
sobre el patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se obtuvo el mayor 
halo de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían estar involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observó a las 72 h dos bandas entre 17 y 28 kDa, una banda 
alrededor de los 14 kDa, y dos bandas inferiores a este tamaño, estas dos bandas también se 
observaron a las 24, 28,32, 36 y 40 h, pero en menor concentración que a las 72 h (Figura 42). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
acidophilus crecido a 37 °C y pH 6,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus casei. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  Las flechas rojas indican las bandas observadas y sus respectivos tamaños. A: entre 
17 y 28 kDa, B: alrededor de 14 kDa,C: entre 6 y 14 kDa. En todos los carriles se cargaron 30 µg 
de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein 
Standard Protocol (Invitrogen). 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus casei crecido a 37 °C 
y pH inicial 5,5 se observó que hubo un efecto bactericida en todas las horas analizadas. El mayor 
efecto antimicrobiano se produjo a las 4 y 8 h. A diferencia de las demás especies analizadas donde 
a 37 °C se observó los mayores efectos en etapas más tardías (Figura 43).   
Figura 43. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
casei sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en agar. A:  
halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus casei crecido a 37 °C y pH 
inicial 5,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota tomada 
cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la medición de 
los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A sobre el 
patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se obtuvo el mayor halo 
de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones.  
 79 
 
Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observaron bandas mayores o iguales a 49 kDa, en todos los 
carriles.  A las 24 h se identificaron tres bandas entre los 17 y 28 kDa, dos bandas alrededor de los 
17 kDa y dos bandas menores a 14 kDa (Figura 44).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
casei crecido a 37 °C y pH 5,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus casei. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  Las flechas rojas y la llave roja indican las bandas observadas y sus respectivos 
tamaños. A: entre 17 y 28 kDa, B: alrededor de los 17 kDa, C: entre 6 y 14 kDa. En todos los 
carriles se cargaron 30 µg de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó SeeBlue Plus 2 
Pre- Stained Protein Standard Protocol (Invitrogen). 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus casei crecido a 30 °C 
y pH inicial 5,5 se observó que hubo un efecto bactericida en todos los tiempos analizados, menos 
a las 36 h, sin embargo, a diferencia de lo ocurrido a 37 °C, al haber modificado la temperatura a 
30 °C el mayor efecto antimicrobiano se produjo a las 72 h (Figura 45).  
Figura 45. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
casei sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en agar. A: 
halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus casei crecido a 30 °C y pH 
inicial 5,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota tomada 
cada 4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la medición de 
los halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A sobre el 
patógeno N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se produjo el mayor halo 
de inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones.  
 81 
 
Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observó bandas mayores o iguales a los 38 kDa en todos los 
carriles, y a las 24 h se observó una banda entre los 17y 28 kDa (Figura 46).  
  
Figura 46. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
casei crecido a 30 °C y pH 5,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus casei. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  La flecha A indica la banda identificada y su respectivo tamaño entre 17 y 28 kDa. 
En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. Como estándar de peso molecular se utilizó 
SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol (Invitrogen). 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus casei crecido a 37 °C 
y pH inicial 6,0, se observó que hubo un efecto bactericida en todas las horas analizadas menos a 
las 28 y 32 h. El mayor efecto antimicrobiano se produjo a las 72 h seguido por el de las 24 h 
(Figura 47).  
Figura 47. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
casei sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en agar. A: 
halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus casei crecido a 37 °C y pH 
6,0 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota tomada cada 
4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la medición de los 
halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A sobre el patógeno 
N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donde se obtuvo el mayor halo de 
inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían haber estado involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. Se observaron bandas entre los 28 y 49 kDa en todos los carriles 
(Figura 48).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
casei crecido a 37 °C y pH 6,0. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus casei. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. Como estándar de peso molecular 
se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol (Invitrogen). 
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En relación al efecto antimicrobiano producido por los CFS de Lactobacillus casei crecido a 37 °C 
y pH inicial 6,5 se observó que hubo un efecto bactericida en todas las horas analizadas. Al igual 
que L. fermentum y L. acidophilus, a pH 6,5 el mayor efecto bactericida se produjo por los CFS 
obtenidos en las primeras horas de crecimiento de la bacteria, siendo a las 8 h donde se obtuvo el 
mayor halo de inhibición en el crecimiento del patógeno al igual que L. acidophilus (Figura 49).  
 
Figura 49. Efecto inhibitorio producido por CFS enriquecido en proteína de Lactobacillus 
casei sobre el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en agar. A: 
halos de inhibición producidos por los CFS obtenidos de Lactobacillus casei crecido a 37 °C y pH 
6,5 durante 48 h más una alícuota a las 72 h, cada pocillo corresponde a una alícuota tomada cada 
4 h. La flecha roja indica el mayor halo de inhibición obtenido. B: Tabla con la medición de los 
halos inhibición en mm, producidos por cada alícuota obtenida de los CFS en A sobre el patógeno 
N. gonorrhoeae. El rectángulo rojo indica el tiempo (h) donse se produjo el mayor halo de 
inhibición. Cada valor corresponde a un promedio de dos repeticiones. 
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Posteriormente se seleccionaron los CFS enriquecidos en proteína que presentaron el mayor efecto 
antimicrobiano frente al patógeno estudiado, y se realizó una electroforesis para visualizar las 
proteínas que podrían estar involucradas en esta acción y que pudiesen corresponder a la 
clasificación de bacteriocinas. En todos los carriles se observó bandas entre los 28 y 49 kDa (Figura 
50).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 50. Electroforesis en gel de tricina (16%/ 6M urea) en gradiente de CFS de la cepa L. 
casei crecido a 37 °C y pH 6,5. Sobrenadante libre de células enriquecido en proteínas 
perteneciente a Lactobacillus casei. Cada muestra fue tratada con 25 % de TCA (agente 
precipitante).  En todos los carriles se cargaron 30 µg de proteína. Como estándar de peso molecular 
se utilizó SeeBlue Plus 2 Pre- Stained Protein Standard Protocol (Invitrogen). 
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Posteriormente se hizo una tabla comparativa con los mayores efectos bactericidas obtenidos por 
los CFS de las cuatro especies de Lactobacillus en estudio, tanto para las condiciones de pH como 
para las condiciones de temperatura. En cuanto a la condición de pH en las cuatro especies en 
estudio, fue a pH 5,5 donde se obtuvo el mayor efecto antimicrobiano frente al patógeno estudiado, 
sin embargo, en L. casei fue al principio de fase exponencial, L. acidophilus en mitad de fase 
estacionaria y L. fermentum y L.rhamnosus al término de fase estacionaria (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Comparación de la actividad antimicrobiana de CFS enriquecido en proteínas 
pertenecientes a las especies de Lactobacillus en estudio crecidas a 37 °C contra el crecimiento de 
N. gonorrhoeae 
. 
Especies de 
Lactobacillus 
pH 
inicial de 
CFS 
Tiempo (h) en la curva 
de crecimiento donde 
se obtuvo la máxima 
actividad  
pH final del CFS previo 
a los tratamientos 
donde se obtuvo 
máxima actividad  
Zona de 
inhibición 
(mm) 
acidophilus 5,5 28 h 5 29 mm 
casei 5,5 4 h 5,3  30 mm 
fermentum 5,5 48 h 4 35 mm 
rhamnosus 5,5 48 h 4  27mm 
 
A continuación, con los extractos señalados en la Tabla 1 se evaluó si existió un efecto sinérgico o 
antagónico entre ellos. Se observó que en la mayoría de los casos los extractos no tuvieron 
sinergismo entre ellos. Se observó que L. acidophilus no presentó sinergismo con ninguno de los 
otros tres lactobacillus en estudio. En el caso de L.rhamnosus, presentó un ligero efecto antagónico 
con los demás Lactobacillus (Figura 51). 
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Figura 51.  Test de interacción de actividad antibacteriana entre CFS enriquecido en proteína 
de los Lactobacillus en estudio en cuanto a la condición pH sobre el crecimiento de Neisseria 
gonorrhoeae mediante método de difusión en agar.  Se observan los halos producidos por los 
cuatro CFS de las especies en estudio sobre el patógeno N.gonorrhoeae. A y B corresponden al 
efecto bactericida de forma independiente; C y D corresponde al efecto bactericida producido de 
forma conjunta. 1: L. casei; 2: L. acidophilus; 3: L. rhamnosus; 4: L. fermentum. Cada valor es un 
promedio de dos repeticiones. 
 
En cuanto a la condición de temperatura se observó que, para tres de las especies en estudio, la 
temperatura donde se obtuvo el mayor efecto antimicrobiano fue a 37 °C. En el caso de L. 
fermentum y L. rhamnosus, el efecto ocurrió a las 48 h y en el caso de L.casei ocurrió a las 4 h . 
Finalmente, para L. acidophilus el mayor efecto bactericida se produjo a las 28 h con la temperatura 
30 °C (Tabla 2). 
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Tabla 2. Comparación de la actividad antimicrobiana de CFS enriquecido en proteínas 
pertenecientes a las especies de Lactobacillus en estudio crecidas a pH inicial 5,5 contra el 
crecimiento de N. gonorrhoeae. 
 
Especies de 
Lactobacillus 
Tiempo (h) Temperatura Zona de 
inhibición 
(mm) 
acidophilus 28h 30 °C 29 mm 
casei 4 h 37 °C 30 mm 
fermentum 48 h 37 °C 35 mm 
rhamnosus 48 h 37 °C 27 mm 
 
 
A continuación, con los extractos señalados en la Tabla 2 se evaluó si existió un efecto sinérgico o 
antagónico entre ellos. Se observó que en la mayoría de los casos los extractos no tuvieron 
sinergismo entre ellos. En el caso de los CFS obtenidos de las diferentes temperaturas se observó 
que L. acidophilus no presentó sinergismo, pero sí un ligero antagonismo con L. fermentum y L. 
rhamnosus. En el caso de L.rhamnosus presentó un efecto antagónico con los demás Lactobacillus 
en estudio. Se vio un ligero sinergismo entre L.casei y L. fermentum (Figura 52). 
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Figura 52. Test de interacción de actividad antibacteriana entre CFS enriquecido en proteína 
de los Lactobacillus en estudio en cuanto a la condición de temperatura sobre el crecimiento 
de Neisseria gonorrhoeae mediante método de difusión en agar. Se observan los halos 
producidos por los cuatro CFS de las especies en estudio sobre el patógeno N.gonorrhoeae. A y B 
corresponden al efecto bactericida de forma independiente; C y D corresponde al efecto bactericida 
producido de forma conjunta. 1: L. casei; 2: L. acidophilus; 3: L. rhamnosus; 4: L. fermentum. 
Cada valor es un promedio de dos repeticiones.  
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4. Discusión 
 
Se ha reportado que algunas especies de Lactobacillus, liberan al medio extracelular 
compuestos de origen proteico que presentan un efecto antimicrobiano frente a distintos patógenos 
(Zarate & Nader-Macias 2006). Es así como cepas de Lactobacillus sakei producen bacteriocinas 
con actividad bactericida frente a Enterococcus spp., Listeria spp., Escherichia coli, Klebsiella 
spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus spp., y Streptococcus spp. (Todorov et al., 2013). 
También el grupo de Pingitore et al., (2009) reportó que Lactobacillus salivarius produce una 
bacteriocina denominada salivaricin CRL 1328, activa contra potenciales patógenos urogenitales 
tales como Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium y Neisseria gonorrhoeae. Respecto a este 
último patógeno también existen estudios que reportaron que los compuestos proteicos tanto de L. 
fermentum como de L. rhamnosus presentaron un efecto antimicrobiano frente al patógeno N. 
gonorrhoeae (Ruiz et al., 2015). En base a lo anterior, este trabajo evaluó la presencia de proteínas 
de bajo peso molecular en otras especies de Lactobacillus. Como se muestran en las Figuras 7-10, 
utilizando distintos porcentajes de agente precipitante y una misma condición experimental, se 
observó que L. acidophilus, L. fermentum y L. rhamnosus presentaron proteínas de pequeño 
tamaño. Posteriormente se evalúo su actividad actimicrobiana frente al patógeno en estudio, 
quedando pendiente la secuenciación con el fin de poder corroborar que correspondiesen a 
bacteriocinas. En base a antecedentes, que indican que tanto la temperatura como el pH son factores 
importantes en la obtención de los péptidos con acción antimicrobiana (Riaz et al., 2010), se 
realizaron curvas de crecimientos para las cuatro especies en estudio, utilizando dos temperaturas 
y tres pH diferentes (Figuras 11-18).   
 
En relación con L. fermentum, se obtuvo que a 37 °C y pH 5,5, el peak de crecimiento fue a 
las 12 h (Figura 11) sin embargo, fue al principio de la fase estacionaria (24 h), donde se observó 
el primer halo de inhibición más significativo. Posteriormente se vio halos significativos a las 44, 
48 y 72 h, siendo el último el de mayor tamaño (Figura 19). En cuanto a las proteínas que fue 
posible visualizar en este parámetro, se observó una banda entre los 17 y 28 kDa, a las 24, 44 y 72 
h, además a las 72 h fue posible observar una banda alrededor de los 17 kDa, otra alrededor de los 
14 kDa, y dos bandas entre 6 y 14 kDa (Figura 20). Según lo reportado por Pascual et al (2010), la 
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cepa L. fermentum L 23 produce una bacteriocina de un tamaño < a 7 kDa, por lo tanto, esto sugiere 
que las bandas identificadas entre 6 y 14 kDa podrían también tratarse de una bacteriocina.  
En cuanto a la temperatura 30 °C y pH 5,5 el peak de crecimiento de la bacteria fue más 
tardío comparado con el caso anterior, a las 32 h (Figura 12) y se observó, que a las 16 h comenzó 
a presentar un efecto bactericida significativo, siendo también significativo a las 40 h. En 
consecuencia, en este caso al haber variado la temperatura, existió un efecto antimicrobiano 
significativo más temprano que a los 37 °C (Figura 21), comenzando en fase exponencial y 
perdurando hasta la fase estacionaria. Esto concuerda con lo reportado por Todorov et al., (2013) 
en que altos niveles de bacteriocinas se obtienen bajo condiciones de pH y temperatura menores a 
las requeridas para el crecimiento óptimo.  
En cuanto a crecer la bacteria a 37 °C y pH 6,0 se observó que el peak de crecimiento ocurrió 
a las 28 h (Figura 14) y se vio un efecto antimicrobiano temprano a partir de las 12 h que perduró 
hasta las 24 h, es decir, durante la fase de crecimiento exponencial de la bacteria (Figura 21). En 
relación con las proteínas que se identificaron, apareció nuevamente la banda entre 17 y 28 kDa, y 
también bandas inferiores a los 14 kDa (Figura 24). En el caso de temperatura 37 °C y pH 6,5, 
ocurrió algo interesante debido a que a pesar de que el peak de crecimiento ocurre a las 16 h, igual 
que en el caso de pH 5,5, el mayor efecto bactericida de los CFS se observó a las 4 y 8 h (Figura 
25). Se pudo identificar a las 4 h una banda entre 6 y 14 kDa, al igual que a las 72 h y además en 
todas las horas analizadas, se observó nuevamente la banda entre 17 y 28 kDa (Figura 26). Estos 
resultados muestran que también el cambio de pH en el medio en el cual creció la bacteria favoreció 
la producción de estos péptidos, y el efecto antimicrobiano que presentó. Según lo reportado por 
Jack et al. (1995) el grado de actividad de las bacteriocinas puede ser incrementado utilizando 
valores particulares de pH. Este resultado es interesante al pensar en una proyección de este estudio, 
ya que al generar un producto utilizando estos péptidos sabiendo que a las 4 y 8 h y pH 6,5 se 
obtuvo un efecto bactericida significativo que reduciría el tiempo de obtención de estos, 
comparando por ejemplo con producirlos a 37 °C y pH 5,5 donde se necesitan 48 h. 
 Por literatura se sabe que esta especie no es productora de peróxido de hidrogeno, que 
corresponde a uno de los compuestos presentes en el sobrenadante, otro de los compuestos 
presentes en el sobrenadante son los ácidos orgánicos, estos sí fueron descartados, por lo tanto, se 
especula que estos compuestos proteicos obtenidos podrían ser los responsables de la actividad 
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antimicrobiana obtenida, quedando pendiente el análisis de secuenciación de estas bandas para 
poder corroborarlo.  
Comparando estos resultados según lo observado por Ruiz et al. (2015) que utilizó también 
CFS de L. fermentum sobre N. gonorrhoeae, su mayor halo de inhibición en el crecimiento del 
patógeno fue 19,6 mm y nosotros obtuvimos 35 mm al modificar el protocolo de obtención de estos 
CFS enriquecidos en proteínas. Además, según lo reportado por Pascual et al (2010), la cepa L. 
fermentum L 23 presenta la habilidad de producir bacteriocinas, y caracterizaron parcialmente una 
de un tamaño < a 7 kDa con actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli, una bacteria Gram-
negativo al igual que nuestro patógeno estudiado. Por lo tanto, utilizar estos compuestos proteicos 
presentes en los CFS podría ser de gran ayuda en el tratamiento o prevención de infecciones 
causadas por otras bacterias Gram- negativo. 
 
En el caso de Lactobacillus rhamnosus, se observó que a 37 °C y pH 5,5 su peak de 
crecimiento fue a las 24 h (Figura 13), la cual correspondió al término de la fase de crecimiento 
exponencial. Precisamente en este punto se observó un halo de inhibición importante en el 
crecimiento del patógeno, pero fue durante la fase de crecimiento estacionario donde se obtuvo las 
fracciones proteicas con mayor efecto antimicrobiano (Figura 27). Esto concuerda con lo reportado 
por Deraz et al., (2005) y por Yang et al., (2014) en que es en la fase de crecimiento estacionario 
donde se producen estos péptidos, ya que es una estrategia utilizada por las bacterias para competir 
entre ellas por nutrientes y nicho ecológico. En cuanto a las proteínas que se identificaron en la 
electroforesis se observó dos bandas de proteínas entre 6 y 14 kDa, obtenidas a las 32 y 36 h. Según 
lo reportado por Pascual et al., (2008) la cepa L. rhamnosus L60, se caracterizó parcialmente una 
bacteriocina de un tamaño < 7 kDa que por sus características bioquímicas la catalogaron de clase 
II, y donde vieron que presentaba un efecto antimicrobiano frente a Escherichia coli, 
Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
saprophyticus, Enterococcus faecalis, Candida albicans y N. gonorrhoeae también utilizando la 
técnica de difusión en agar. También según lo reportado por Jeong & Moon (2015), la cepa 
denominada L.rhamnosus CJNU 0519 produce una bacteriocina denominada rhamnocin 519 que 
presenta una fuerte actividad bactericida contra Listeria monocytogenes y por lo mismo se clasificó 
en el grupo de bacteriocinas clase II A. Posteriormente, en las horas analizadas a las 8 y 28 h se 
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observó una banda entre 17 y 28 kDa. Para estos tamaños no se ha reportado en la literatura alguna 
bacteriocina de Lactobacillus spp.  
En el caso de 30 °C y pH 5,5 el peak de crecimiento fue a las 36 h (Figura 13). En cuanto a 
los CFS obtenidos fue a las 12 h donde se vio el mayor halo de inhibición en el crecimiento del 
patógeno, que correspondió al inicio de la fase exponencial (Figura 29), a diferencia de lo 
observado en el caso anterior que ocurrió en fase estacionaria. Esto sugiere que la temperatura fue 
un factor que influyó en la producción de estas fracciones proteicas presentes en los CFS, en etapa 
más temprana del crecimiento de la bacteria ya que, según lo reportado por Todorov et al., (2013), 
la producción de bacteriocinas está generalmente regulada por condiciones de pH y temperatura, 
donde la bacteria está sometida a una condición de estrés (Yang et al.,2014). En cuanto a las 
proteínas visualizadas en la electroforesis, se observó bandas de tamaños igual o superior a 38 kDa, 
sin embargo, es a 32 y 48 h donde se observaron proteínas de menor tamaño, entre 6 y 14 kDa 
(Figura 30).   
En cuanto a las modificaciones realizadas al pH del medio de cultivo para esta misma bacteria 
se vio que el peak de crecimiento tanto para 6,0 y 6,5 fue a las 28 h, (Figura 14) en cambio en 
cuanto a los halos de inhibición obtenidos a pH 6,0 y 37 °C no se vio una gran variación durante 
todas las horas testeadas (Figura 31). En relación con pH 6,5 y 37 °C fue durante la fase de 
crecimiento estacionario, es decir, desde las 20 a las 32 h donde se vio el mayor efecto 
antimicrobiano; luego a las 72 h también se observó un aumento en la actividad bactericida (Figura 
33). En cuanto a las proteínas visualizadas en la electroforesis se identificó tanto a las 44 como a 
las 72 h una banda entre los 17 y 28 kDa y además a estos mismos tiempos, dos bandas entre los 6 
y 14 kDa. (Figura 34). Es necesario mencionar también que las alícuotas que fueron tomadas cada 
4 h fueron de 10 ml, por lo tanto, las proteínas de interés pudieron haber estado en muy bajas 
concentraciones, ya que la precipitación fue de proteínas totales presentes en el sobrenadante. Por 
lo tanto, se especula que la concentración de fracción proteica obtenida fue la suficiente para 
generar la actividad bactericida pero no la suficiente para ser detectada en el gel de tricina.  
En cuanto a los halos de inhibición en el crecimiento del patógeno, el mayor halo que se 
obtuvo al utilizar CFS de L. rhamnosus, fue de 27 mm, mayor al compararlo con lo reportado con 
Ruiz et al., (2015) donde también utilizaron los CFS de L. rhamnosus frente a N. gonorrhoeae y 
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obtuvieron un halo de 19.3 mm. Esto sugiere que el protocolo modificado en nuestro laboratorio 
en cuanto a la obtención de estos CFS fue mejorado.  
Finalmente, L.rhamnosus por literatura se sabe que produce peróxido de hidrogeno, el cual 
en nuestro procedimiento no fue inactivado por lo tanto también puede haber contribuido en el 
efecto antimicrobiano obtenido. Sin embargo, también por literatura se sabe que su aporte en el 
efecto antimicrobiano es un porcentaje mínimo (Ruiz et al., 2015). 
En cuanto a la siguiente bacteria estudiada L. acidophilus, se vio que a 37 °C y pH 5,5 el 
peak de crecimiento se obtuvo a las 28 h, (Figura 15) produciéndose el mayor efecto antimicrobiano 
a las 12 h que luego se mantuvo con pocas variaciones hasta las 72 h (Figura 35). Luego en relación 
con las proteínas identificadas, se observó a las 16, 20 y 36 h una banda alrededor de los 17 kDa. 
En el caso de 44, 48 se observó dos bandas entre los 6 y 14 kDa y a las 72 h, se observaron tres 
bandas, una alrededor de los 14 kDa y las otras dos menores a este tamaño (Figura 36). Esto 
concuerda con lo reportado por Deraz et al., (2005) en que L. acidophilus produce bacteriocinas y 
la mayoría de éstas corresponden a la clase II, es decir, péptidos pequeños menores a 10 kDa.  
 En el caso de temperatura 30 ° C y pH 5,5 se observó que el peak de crecimiento de la 
bacteria fue a las 36 h (Figura15). En este caso, la mayoría de los halos obtenidos fueron de mayor 
tamaño que aquellos que se obtuvieron a 37 °C, siendo el mayor a las 28 h, fase de crecimiento 
exponencial (Figura 37). Según lo reportado por Todorov et al., (2013) en algunos casos una alta 
actividad de las bacteriocinas está determinada por condiciones de crecimiento sub- óptimo. En 
cuanto a la obtención de las proteínas involucradas a las 24, 28, 32 y 40 h, se observó nuevamente 
una banda entre los 17 y 28 kDa. Según la literatura no se ha reportado proteínas de estos tamaños 
para Lactobacillus spp. que pudiesen corresponder a bacteriocinas, por lo tanto, en este estudio 
quedó pendiente la secuenciación de estas bandas.   
En relación con la variación del pH en el medio de cultivo de esta bacteria, a pH 6,0 y 
temperatura 37 °C se observó que el peak de crecimiento fue a las 24 h donde tuvo un efecto 
bactericida importante, aun así, fue mayor en tiempos tempranos 4 y 8 h, siendo el mayor a 8 h y 
luego en fase estacionaria. En cuanto a las proteínas visualizadas, se observó a las 8 h dos bandas 
alrededor de los 17 kDa en una muy baja concentración y una banda entre los 6 y 14 kDa (Figura 
40). Esta última banda también fue de interés ya que se repitió en los demás ensayos, indicando 
que también podría estar involucrada en el efecto bactericida. Según por lo reportado por Deraz et 
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al., (2005) ellos caracterizaron parcialmente una bacteriocina que denominaron acidocin D20079 
de un tamaño de 6,6 kDa. En este estudio ellos además establecieron que manteniendo el medio de 
cultivo a pH 6 es donde se obtiene la mejor actividad de la bacteriocina durante la transición de 
fase exponencial a estacionaria. En cuanto a lo observado a las 24 h, donde se obtuvo el peak de 
crecimiento, también se observó la mayor concentración de las dos bandas observadas a las 8 h 
alrededor de los 17 kDa y además se identificó dos bandas entre los 6 y 14 kDa. En cuanto el pH 
6,5 coincidió con lo ocurrido con L. fermentum en que a las 4 y 8 h se obtuvo el mayor efecto 
antimicrobiano (Figura 41), sin embargo, es a partir de las 24 h donde fue posible identificar dos 
bandas entre los 6 y 14 kDa, siendo a las 72 h donde se vio una mayor concentración de estas 
proteínas y además se observó una banda más en este último tiempo de un tamaño alrededor de los 
14 kDa (Figura 42). Según lo reportado por Muriana et al., (1991), Lactacina F una bacteriocina 
de 2,5 kDa producida por L. acidophilus capaz de inhibir tanto L. fermentum como Enterococcus 
faecalis es pH dependiente obteniéndose su máximo nivel de actividad manteniendo el medio MRS 
a pH 7,0. Finalmente, de esta especie se ha reportado también que la bacteriocina D20079 tiene 
actividad antimicrobiana frente a L. sakei y L. delbrueckii. La importancia de nuestros resultados 
es que éste es el primero donde se reporta que los CFS enriquecidos en proteínas de L.acidophilus 
presentaron un efecto antimicrobiano importante frente a N. gonorrhoeae.  
En relación a L. casei crecido a 37 °C y pH 5,5 se obtuvo el peak de crecimiento a las 40 h, 
y el mayor efecto antimicrobiano a 4 y 8 h (Figura 37). En cuanto a las proteínas presentes, se 
observó un interesante perfil proteico ya que anteriormente con la primera condición experimental 
probada no se había obtenido bandas. Fue a las 24 h donde fue posible identificar tres bandas entre 
17 y 28 kDa, una banda alrededor de los 17 kDa y dos bandas entre 14 y 6 kDa. A las 4, 8 y 12 h 
sólo se observó dos bandas alrededor de los 28 kDa y en cuanto a las 12 h se vio muy levemente 
una banda alrededor de los 17 kDa. (Figura 44).  Sin embargo, no se han reportado estos tamaños 
en la literatura en L. casei, por lo tanto, el siguiente paso sería secuenciar para saber si alguna de 
ellas pudiese ser clasificada como bacteriocina. Esta fue la única especie que a los 37 °C y pH 5,5 
en las primeras horas de crecimiento presentó el mayor efecto antimicrobiano.  
En cuanto a la bacteria crecida a 30 °C y pH 5,5 se observó que el peak de crecimiento fue a 
las 36 h (Figura 17) y el máximo efecto bactericida se identificó a las 72 h, lo opuesto a 37 °C. En 
cuanto a las proteínas observadas en la electroforesis se identificaron bandas entre 28 y 49 kDa 
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(Figura 46). En cuanto a pH a 37 °C y pH 6,0 el peak se observó a las 40 h (Figura 16), el mayor 
efecto antimicrobiano observado fue a las 72 h (Figura 47). En relación a las proteínas observadas 
sólo se identificaron proteínas entre 28 kDa y 49 kDa y según lo reportado por Muller & Radler 
(1993) la cepa de L.casei B80 produce la bacteriocina caseicina que presenta un tamaño alrededor 
de 42 kDa, Es decir, una bacteriocina clase III.  En el caso de pH del medio de cultivo 6,5, se 
obtuvo en tiempos tempranos el mayor efecto antimicrobiano, es decir a las 8 h (Figura 49). Como 
se dijo anteriormente está reportado que hay bacteriocinas cuya máxima actividad es pH 
dependiente. Por lo tanto, esto sugiere que podría ser el caso de las proteínas encontradas en los 
CFS de estas tres especies en estudio. Al igual que a pH 6,0 se encontraron proteínas entre 28 y 49 
kDa.  
Al igual que en el caso de L.acidophilus, este es el primer estudio donde se reporta que los 
CFS enriquecidos en proteínas de L. casei presentan un efecto antimicrobiano importante frente a 
N. gonorrhoeae. 
Tanto L.acidophilus como L. casei por literatura se sabe que son productores de peróxido de 
hidrógeno (Zheng et al.,1994), que no fueron descartados durante el desarrollo experimental por lo 
tanto pueden ser responsables en algún porcentaje de la actividad antimicrobiana obtenida. Pero 
además por literatura se sabe que es la fracción proteica presente en el CFS la responsable principal 
en el efecto antimicrobiano. (Ruiz et al., 2015). 
A continuación, se estudió si utilizando de forma conjunta los CFS con el mayor efecto 
antimicrobiano observado de cada especie de Lactobacillus en estudio, se podría aumentar el efecto 
bactericida antes observado de manera independiente. Lo que se observó en el caso de los CFS 
obtenidos de las condiciones de pH es que L. acidophilus no tuvo sinergismo con ninguno de los 
Lactobacillus estudiados. En cuanto a L. rhamnosus presentó un ligero antagonismo con todas las 
especies de Lactobacillus en estudio, a diferencia de lo reportado por Ruiz et al., (2015), donde 
observaron que existía un efecto sinérgico entre L. rhamnosus y L. fermentum. 
En lo que respecta al estudio de sinergismo en cuanto a los CFS obtenidos con las dos 
temperaturas en estudio, se vio que L. acidophilus presentó un leve antagonismo con L. fermentum 
y L. rhamnosus. L. casei presentó un leve sinergismo con L. fermentum. Finalmente L. rhamnosus 
al igual que en el caso anterior presentó un efecto antagónico con los demás Lactobacillus en 
estudio.  
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Datos reportados en la literatura indican que los Lactobacillus presentes en la microbiota 
vaginal se encuentran en diferentes proporciones, habiendo unos predominantes y otros en menor 
concentración. Los predominantes, resultan ser productores de H2O2, como también productores 
de péptidos antimicrobianos, lo que les otorga una ventaja para sobrevivir (Petrova et a., 2013). Es 
el caso de L. acidophilus, uno de los predominantes, y es por este motivo que podría ser que sus 
CFS no se vieron mayormente afectados cuando interaccionaron con los demás CFS, al contrario 
de L. rhamnosus que si bien se sabe que forma parte de la microbiota vaginal es uno de los 
Lactobacillus que se encuentran en una baja concentración (Cribby et al., 2008) y, por lo tanto, su 
CFS podría ser más susceptible al interaccionar con el resto de los CFS. Se sabe además que las 
distintas especies de Lactobacillus spp. tienen distintos efectos antimicrobianos frente a los 
distintos microorganismos endógenos y exógenos que pueden habitar la zona vaginal (Zárate et al., 
2006). Por lo tanto, ésta podría ser una explicación de por qué existe una diversidad de especies de 
Lactobacillus en la zona genital femenina, ya que de forma conjunta realizarían este efecto 
protector y quizás también es por este motivo que a 37 °C se vio que algunas especies de 
Lactobacillus spp producen estos péptidos a principio de la fase exponencial y otros durante o 
término de la fase estacionaria, con el fin de mantener la zona genital protegida y saludable.  
Nuestro trabajo permitió modificar y mejorar la obtención de CFS enriquecidos en proteínas; 
obtuvimos un mayor efecto antimicrobiano de L. fermentum y L. rhamnosus frente a N. 
gonorrhoeae de los que se ha reportado, además identificamos por primera vez que tanto L. 
acidophilus como L. casei presentan en sus CFS compuestos proteicos con acción antimicrobiana 
frente a N. gonorrhoeae y obtuvimos que, modificando las condiciones iniciales de pH del medio 
de cultivo MRS a pH 6,5 en dos de las especies en estudio, se produjo un significativo efecto 
antimicrobiano entre las  4 y 8 h de crecimiento de las bacterias. En el caso de la temperatura se 
identificó que en la fracción proteica de los CFS de L. acidophilus a 30 °C se obtuvo un mayor 
efecto antimicrobiano que a 37 °C.  
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Como proyección de este trabajo, ya que se conocen las condiciones en las cuales los CFS 
enriquecidos en proteínas de este estudio presenta un mayor efecto antimicrobiano, lo siguiente es 
la identificación de las fracciones proteicas obtenidas y generar un sistema de entrega específico 
para N. gonorrhoeae, que sea inocuo para la microbiota de Lactobacillus predominante de la zona, 
una alternativa podría ser el uso de nanoparticulas,  donde la cubierta de esta (core) fuera especifico 
para detectar al patógeno y al interior de la nanoparticula algún péptido antimicrobiano identifcado, 
cuyo fin sería tratar la patología en etapa temprana. 
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5. Conclusiones  
 
1. Las cuatro especies de Lactobacillus en estudio presentan en su sobrenadante libre de células 
(CFS) una fracción proteica con acción antimicrobiana frente al pátogeno N. gonorrhoeae.                                                                                                                                                                                                                                                         
2. La modificación del pH inicial del medio a 6,5 permite que Lactobacillus acidophilus y 
Lactobacillus fementum produzcan  CFS enriquecidos en una fracción proteica que presenta el 
mayor efecto antimicrobiano contra N. gonorrhoeae en las primeras horas de crecimiento de las 
bacterias lácticas  (4 a 8 h).  
3. La utilización de la temperatura de 30°C permite que la mayor actividad antimicrobiana de la 
fracción proteica de los CFS deL. fermentum y L. rhamnosus, comience en fase exponencial, a 
diferencia de 37 °C que comienza en fase estacionaria.  
4. La  fracción proteica del CFS de L. acidophilus produce a 30 °C una actividad antimicrobiana 
mayor que a 37 °C.  
5. No existe sinergismo entre las especies de Lactobacillus en estudio bajo las condiciones 
experimentales utilizadas en esta tesis. 
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